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Abstract
　　　　The　development　of　highly　informative　DNA　markers，　such　as
SSRs（simple　sequence　repeats，　also　called　as　microsatellites），　is
esselltial　for　genetic　studies　alld　marker－assisted　selection　of
agrollomicaUy　importa1玉t　traits　ill　pear（、P’yrztS　spp．）．　We　used　3
approaches，　RAHM　　（random　　amplified　　hybridization
microsatellites），5’anc’?盾窒?п@PCR　methods　and　an　ellriched　genomic
library　for　isolation　of　SSRs．
　　　　Nine　SSRs　were　isolated，　includifig　60btained　from　RAHM
an．d　3　from　5’anchored　PCR　approaches．　Two　different　methods
were　successfully　applied　for　the　isolation　of　pear　SSRs、
Segregation　analysis　of　the　7　SSRs，5from　RAHM　and　2　from　5’
an6hored　PCR，　revealed　that　amplified　fragments　were　derived　from．
the　single　loci，　using　3　sets　of　progenies　from　crosses　between　pear
varieties．　Genetic　diversity　was　characterized　using　32　varieties，
including　lO　froln　Japauese　pear，　9　from　Chillese　pear，　10　froIn
European　pear　as　well　as　3　wild　relatives．
　　　　Thirteen　polymorphic　SSR　loci　were　developed　in　Japanese
pear　by　using　an　enriched　genomic　lihrary．　The　obtained　SSR　韮oci
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showed　a　high　degree　of　polymorphism　in　Japanese　pear　with　3　to　6
alIeles　per　locus．　The　a．verage　values　of　obsefved　and　expected
heterozygosities　among　these　13　10ci　were　O．69　alld　O．71，
respectively．　Ten　SSRs　could　be　successfully　amp重ified　for
European　pear，　which　were　llighly　polymorphic　as　well．
　　　　Sixty　Asian　pear　accessions　from　6　Pyrus　species　were
genetically　idelltified　by　g　SSR　markers　with　a　total　of　133　putative
alleles．　Among　them，　58　variet｛es　could　be　successfully
differentiated　except　for　2　pairs　of　synonymous　or　clonal　varieties．
All　the　SSR　markers　produced　l　or　2　discrete　amplified　fragments
for　all　the　diploid　accessions，　whereas　a　triploid　variety　showed　3
fragments　with　some　SSRs．　The　number　of　putative　alleles　ranged
from　7　to　20，　with　all　average　value　of　l4．8．　The　observed
heterozygosity　and　the　power　of　discrimination　were　O．63　and　O．91，
respectively，　A　phenogram　based　on　the　SSR　genotypes　was
obtained，　showing　3　major　groups　corresponding　to　the　Japanese，
Chillese　and　European　groups．　The　SSR　lnarkers　were　highly
polylnorphic　alld　could　be　utilized　as　a　reliable　too正　for　cultivar
identificatioll　in　As｛an　pears．
　　　　Parentage　of　14　pear　cultivars，　illcludillg　8　cultivars　derived
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from　intraspecific　crosses　and　6　from　interspecific　crosses，　was
analyzed　using　20　SSR　markers．　In　lO　out　of　14　cultjvars，　the
parent－offspring　relationships　were　reconfirmed　because　the　hybrids
inherited　SSR　alleles　from　their　parents　without　any　discrepancy．
There　were　4　questionable　parent－offspring　relat沁n．shjPs　with
respect　to　70r　more　SSR　loci．‘Housui’is　not　an　ofFspring　from　a
cross　of‘Ri－14’x‘Yakumo’because　of　discrepancies　at　710cゴ．
Likewise・℃hojur『つand‘Nijisseiki’could　not　be　confi「med　as
parents　of‘Tanzawa’because　of　discrepancies　at　910ci．‘Max　Red
Bartlett’was　reconfirmed　as　a　parent　of‘Oharabeni’because　all
SSR　loci　matched．℃kusankichi’was　not　its　parent　because　of
discrepancies　at　7　10ci．111　this　study，20　SSR　markers　were
effectively　utilized　to　detennine　parentage　of　Japanese　pear，　and　15
SSR　markers　could　be　utilized　for　i蝋erspecific　1）yrus　hybrids．
　　　　Furthermore，　nucleotide　sequellces　at　6皿oncoding　regions　of
cpDNA（chloroplast　DNA），　aipB－rbcL　spacer，　trnL－trnF　spacer，
accD－psal　spacer，17｛7hA　illtron，　rp〃6　illtroll　alld　1アoCI　intron，　were
identified　for　8　pear　varieties　from　5　different　species　ill　order　to
apPly　for　maternity　analysis．　A　total　of　381nutatiolls　sucll　as
nucleotide　substitution，　deletioll　and　illsertioll　were　fbund　ill　nユore
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than　5．7　kbp　of　nucleotide　sequences、　A　cladogram　based　on　the
mutations　showed　4　types　including　l　European▼垂?≠秩@group　alユd　3
Asian　pear　groups．　Nucleotide　sequences　at　the　trnL－trnF　were
revealed　for　33　pear　varieties　and　8　mutations　were　identified．　A
cladogram　obtained　showed　that　Asian　pear　varieties　were　divided
into　6　groups　and　that　diversity　existed　within　as　well　as　between
species　ill　Asian　pears．111　colltrast，　European　pear　varieties　were
identical　with　respect　to　the　trnL－trnF　region．　Maternity　ana］ysis　of
8pear　varieties　der｛ved　from　interspecific　crosses　was　conducted
using　the　trn．乙一trnF　sequences．　Four　variet重es　showed　different
nucleotide　sequences　from　their　described　female　parellts，
suggesting　the　possibility　of　reverse　combinations　of　female　and
male　parents．　There　was　no　contradictioll　betwee皿2hybrid　varieties
and　their　female　parent．
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Introduction
　　　　Pear　（∫）．yrus　spp．）　belongs　to　the　Rosaceae　family，　the
Pomoideae　sub－family　same　as　apple　（Malus　spp．），　loquat
（Erioboti’ya／aponica　LindL）alld　quince（Cアdonia　oblonga　MilL）．
Pear　is　one　of　the　most　important　fruits　that　has　been　cultivated　in
Europe，　as　early　as　1000　B．C．（Hedrick　et　al．1921）．　The　Japanese
pear（」Pアrus」のノr（fblia　Nakai）is　considered　to　have　originated　ill　East
Asia　alld　mally　illdigellous　varieties　have　been　cultivated　ill　China，
Japan，　Korea，　etc．　for　2－3　thousand　years．　Presently，　pear　is
cultivated　commercially　ill　all　the　temperate　regions　ill　Inore　than　50
countries　of　the　world（Bell　l990，　Bell　etα1．1996）．　The　major
edible　species　in　Europe，　North　America，　and　temperature　regions　of
the　southem　hemisphere　is　the　European　pear（Pyrus　commun　is　L）
commercially　cultivated　for　fruit　production．　Ill　Asia，　the　Japanese
pear　and　the　Chinese　pears　（P．　ussuriensis　Maxim．，　P．
bretschneideri　Rehd．）are　the　indigenous　cultivated　species（Bell
1990）．P．　shinkiangensis　Yu，　has　been　added　as　a　commercialized
species（Peng　alld　Iwahori　2000）．
　　　　The　genus　Pアrus　contains　at　Ieast　22　widely　recognized
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　primary　species，　all　illdigenous　to　Europe，　Asia，　and　the
　moun重ainous　areas　of　North　America、　All　spebies　of　PyJ・us　are
　illtercrossable　and　there　are　no　major　incompatibility　barriers　to
　interspecific　hybridization　in、Pyrus，　in　spite　of　the　wide　geographic
distribution　ofthe　genus（Westwood　and　Bjornstad　l　971）．　Therefore，
　i皿terspecific　hybrids　among　Pア1’1イ5　spp．　have　been　tested　to　improve
　disease　and　pest　resistance　in　the　breeding　programs（Bell　et　al．
　1996）．It　is　rather　difficult　to　estimate　exact　genetic　origins　and
　cultivar　pedigrees　based　oll　lnorphological　traits，　because　a　lot　of
　artificial　and　natura玉interspecific　hybrids　exist　in　pears．　Genetic
　resources　have　not　been　fully　identi　fi　ed　due　to　the　low
　morphological　di∀ersity，　lack　of　di　fferen　ti　ating　characters　among
、species　and　widespread　crossability．
　　　　　　The　Japanese　pear　has　been　cultivated　since　the　eighth　century
　in　Japan（Kajiura　l966）．　A　Iarge　nulnber　of　cultivars　had　been
　ge血erated　from　chance　seedlings　and　bud　sports　before　all　organized
　breeding　Program．　started　in　Japan　i111915（Kajiura　and　Sato　1990）・
　Thereafter，　many　pear　cultivars　llave　been　developed　by　controlled
　crossbreeding　during　the　last　100　years．　Discrepaficies　ill　the
　parent－o　ffspring　relationships　have　beell　found　for　soIne　pear
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cultivars　based　on　morphological　traits（Kajiura　and　Sato　l990）．　For
example，　the　parentage　of‘Housui’thought重o　b6　a　hybrid　between
‘Ri－14’and‘Yakumo’，　is　questioned　because　of　discrepancies　in　tlle
inheritance　of　the　fru｛t　skin　color　and　self－incompatible　genes
（Machidaε’α1．1982）．　Machida　eごa∬．（1982）found　that　there　was
discrepallcy　in　the　self－hlcornpatible　trait　in　the　parentage　of
‘Housui’，　as　well　as　in　7　progenies　amollg　the　44　seedlings　obtained
froln‘Ri－14’x‘Yakumo’．　Subsequently，重he　S　genotype　of‘Housui’
was　proved　as　83∫5（Terai　etαZ．1997，　Ishimizu　et　al．1998a）．　There
are　mally　other　cultivars　whose　exact　parent－offspring　relationships
are　unkllown　and　unidenti　fi　able　based　on　their　morphological
charaCteriStiCS．
　　　　Morphological　characteristics（Shen　1980，　Kikuchi　1948，
Westwood　l982），　isozyme　analysis（Jang　et　ai．1991，1992，
Chevreau　et　al．1997）and　RAPDs（Tengθ’al．2001）have　been
major　apProaches　to　assess　the　genetic　variation　withill　Pア1’us　spP・
or　cultivated　pears．　Nevertheless，　their　exact　variation　still　remains
ullclear　because　isozyme　markers　and　morphological　characterlstlcs
are　li憩ited　｛11　number．　Ill　addition，　RAPDs　primers　can　llot
some重imes　produce　stable　amplified　ballds　alld　RAPDs　balldillg
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patterns　are　Iack　of　reproducibility．　In　the　genetic　relationships　of
pear，　S　alleles　at　a　single　self－incompatible　locus　have　been　used　for
the　assessment　of　parentage　in　pear．　RFLPs（restriction　fragments
length　polymorphisms）haVe　been　used　to　identify　Japanese　pears，
includi皿g　the　parentage　of　IO　cultivars，　with　only　2　mu董ti－locus
probes　fro皿human　DNA（Teramoto　et　al．1994）．　However，　it　is
necessary　to　develop　many　more　probes　to　identify　closely　related
Japanese　pear　cultivars．　Genetic　relationships　of　pear　cultivars　were
reported　by　us｛ng　5「genotypes，　isozymes　（Jang　et　al．　1992）　and
RAPD　markers　（Teng　et　al．2002）．　However，　only　a　limited
illformation　was　noted　in　parentage　analysis　in　pear．
　　　　Chloroplast　DNA（cpDNA）is　now　used　routinely　as　a　tool　to
investigate　evolutionary　process　in　plants．　Iketani　et　al・　（1998）
examilled　polymorphisms　of　East　Asian　pear　accesslons　usmg
RFLPs　of　cpDNA．　Compared　to　nuclear　gello1皿e，　informatioll　oll
cytoplasmic　genomes，　i．e．，　chloroplast　and　mitocli　on　dria，　is　still
rather　ljmited．　Furthermore，　very　few　sequences　of　cytoplasmic
DNAs　have　been　registered　ill肌icleoti　de　databases　fdr　pear・
Therefore，　it　is　necessary　to　obtain　much　information　oll
cytoplaslnic　gellolnes　for　genetic　study　ill　pear．
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　　　　S＄Rs（simple　sequence　repeats・als・designated　as
lnicrosatellites）have　become　the　markers　of　choice　in　both　animal
and　plant　species　because　of　their　abundance，　high　degree　of
polymorphism　and　suitability　for　automa重ion（Weber　and　May　l989）．
SSR　markers　have　several　advantages　over　other　molecular　markers，
whicll　provide　a　more　reliable　method　for　DNA　fingerprinting
because　of　their　co－dominant　inheritance，　large　Ilumber　of　alleles
per　locus，　and　abundance　ill　genomes．　In　addition，　since　SSR
analysis　is　based　on　the　PCR　method，　tlle　technique　is　simple　and
only　a　small　amount　of　DNA　is　required、　SSR　markers　of　a　single
locus　have　been　used　in　parentage　analyses　and　criminal
investigations　in　hum．ans　and　anLimals（Hughes　1992，　Glowatzki－
Mullis　et　al．1996）．
　　　　It　has　already　been　repor重ed　that　SSR　markers　have　been
isolated　and　used　for　the　constructioll　of　gelletic　lillkage　Inaps　and
cultivar　identification　in　species　belonging　to　the　family　Rosaceae，
such　as　apple（、Malus　x（ゴomeslico　Borkh．，　Guilford　et　a／．1997，
Giallfranceschi　et　al．1998，　Maliepaard　et　al．1998），　and　Prunus　spp，
（Cipriani　ei　Or1．1999，　ArallZana　et　O1．2003），　SSR　lnarkerS　haVe　been
also　used　for　parentage　allalyses　ill　grape（Bowers　and　Meredith
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1997，Bowers　et　ol，1999，　Sefc　et　al，1997）and　peach（Testolin　et　a／，
2000）．」11grape，℃abernet　Sauvigllon’was　bonfirmed　as　the
progeny　of℃abernet　Franc’and‘Sauvignon　Blanc’（Bowers　and
Meredith　1997，　Sefc　et　al．1997）、　In　peach，9cultivars　were
reconfirmed　as　parents　because　there　was　llo　discrepancy　ill　the
illlleritance　of　SSR　markers（Testolin　et　al．2000）．　SSR　markers　are，
therefore，　more　reliable　than　　any　　other　lnolecular　m．ar1（er　for
parentage　analysis．　Although　pear　is　an．　important　fruit　tree　species
belonging　to　the　same　family　Rosaceae，　there　are　llo　reports
concerning　SSRs　in　pear．　In　a　previous　study，　we　reported　tllat　SSRs
derived　frorn　apPle　could　be　utilized　for　cultivar　i　denti　fi　cation，
estimation　of　cultivar　pedigree　alld　evaluation　of　genetic　diversity　ill
Pyrus　spp．（Yamamoto　et　al．2001）．
　　　　In　this　study，　we　isolated　and　characterized　SSRs　from　pear　by
using　3　different　approaches，　RAHM　（random　amplified　by
hybridization　microsatellite，　Cifarel1｛et　al．1995），5’anchored　PCR
methods（Fisher　et　a1．1996）and　all　enriched　genolnic　library．　We
used　g　SSRs　developed　from　pear　for　genetic　identification　of　Asiall
pear　varieties．　Parentage　of　I4pear　cultivars　derived　from　inter－alld
intra－specific　crosses　was　examined　by　using　20　SSR　loci．
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Furthermore，　nucleotide　sequences　from　6　noncoding　regions
（illtrolls、　or　intergenic　spacers）of　cpDNAs　were　6btained　for　8　pear
varieties　derived　from　5、Pyrus　species　and　their　mutations　such　as
nucleotide　substitutions，　deletions　and　insertions　were　identi　fi　ed．
Nucleotide　sequences　of　a　trn・乙一trnF　region　were　surveyed　for　33
varieties，　and　tllen　relationships　between　female　and　male　parents
alld　their　offspring　cultivars　were　examined　based　oll　mutations．
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Chapter　l．　Development　ofSSR　markers
1．1．RAHM　and　5’anchored　PCR　methods
Materials　and　Methods
pilant　ma，erialS　and　D凡4　extraction
　　　　Thirty－two　pear　accessions　were　used　in　this　study（Tab董e　1－3），
includillg　lO　accessions　of　Japanese　pear（、Pアrus　pyrifolia　Nakai），9
accessions　of　Chinese　pear（P．　bretschneideri　Rehd．，　P．　u∬uriensis
Maxim．），10　accessions　of　European　pear（P．　commztnis　L．）and　3
wild　relatives（P．　ca〃eryana　Decne、）．　Classification　of　the　Asian
species　followed　that　of　Iketalli　et　al．（1998）．　Three　Fl　populations，
i．e．，‘Bartlett’x‘Housui’（64　illdividuals），‘Shinsei’x‘28242’（55
individuals），　and‘314－32’x‘Tsukuba　46’（111　individuals），　were
used　for　the　evaluation　of　SSR　segregatiol1．　All　the　varieties　were
obtailled　from　the　National　Illstitute　of　Fruit　Tree　Science（lbaraki，
Japan）．
　　　　Geno111ic　DNA　was　isolated　from　young　Ieaves　by　a　CTAB－
based　extraction　method（Hasebe　and　Iwatsuki　l990，　YamLamoto　et
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al．2000），　One　gram　of　fresh　leaf　tissue　was　homogenized　in　liquid
nitr・gen・The　tirsue　p・wder・btained　was　suspended　in　10　ml・f
CTAB　extraction　buffer（2％CTAB，14MNaCl，20　mM　EDTA，0，1
MTris－HCI，　pH　8．0）．　Then　l　ml　lysis　buffer（10％sodium　N－lauroyl
sarcosinate，20　mM　EDTA，0」MTris－HCI，　pH　8．0），0．2　ml　of　2－
mercaptoetha皿01　　alld　　100　　1ng　　polyclar　　AT　　（insoluble
polyvinylpyrrolidone，　GAF　Chemicals，　Japan）were　added　to　the
suspension　and　incubated　at　60°C　for　l　hour．　The　suspension　was
then　twice　purified　by　chloroform　（chloroform；isoamyl　alcohol
＝24：1）extraction　and　precipitated　by　2－propanol．　The　DNA　was
dissolved　in　TE　buffer（10　mM　Tris－HCI，1mM　EDTA，　pH　75）．
SSR　isolation
　　　　Two　differellt　PCR－based　methods，　R．AHM（random　amplified
hybridization　Inicrosatellites，　Cifarelli　et　a1．1995）and　5’anchored
PCR（Fisher　et　a／．1996），　were　applied　for　the　isolatioll　of　SSRs
from　Japallese　pear‘Housui’and　European　pear‘Bartlett’・The
RAHM　is　very　similar　method　to　RAMPO（ralldom　amplified
microsatellite　polylnorphism，　Rjchardsoll　et　o1、1995）combilled
arbitrarily　primed　PCR　with　lnicrosatellite　hybridization・Cifarelli
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et　o1，　（1995）　demonstrated　the　successful　isolation　of
microsatellite－containing　fragmellts．　Thirty－fou’r　RAPD　primers
were　used　for　the　RAHM　approach，　including　the　primers　OPA1－20，
OPB　l　o，　OPB　l　6，0PH12，0PI16，0PK　l4，0PP1，0pQ4，0pQ7，
OpQ20，　0PTl7，　0Pu3，　0Pu9，　0PUIo　and　oPv4　（Operon
Tecllnologies，　USA）．　RAPD　anユplification　was　performed　according
to　the　su．pplier’s　instructions．　Alnplified　fragments　obtained　froln
the　pear　cultivar‘Housui’were　separated　on　2％agarose　gels　and
transferred　onto　nylon　melnbranes（HybondN＋，　Amersham，　UK）by
capillary　blotting．　Hybridization　was　performed　using　an
oligollucleotide　of　5’－biotin－（AG）150r（AC）15　as　a　probe，　dissolved
in　a　hybridization　buffer　（5x　SSC，0．1　％　sodium　N－lauroyl
sarcosinate，0．02％sodium　dodecylsulfate，1％blocking　reagent）at
50°Cfor　I6　hours．　Then，　the　blots　were　washed　twice（2x　SSC，
0．1％sodium　dodecylsulfate）at　rooln　temperature．　Detectlon　was
performed　using　BrightSt．ar　BioDetect　kit（Ambion，　USA）according
to　the　manufacturer’s　illstructiolls．　Eight　amplified　fragments　with　a
positive　signal　were　recovered　froln　agarose　gels　alld　purified　with
GFX　PCR　DNA　and　Gel　Band　Purifica重｛oll　Iくit　（Alnersllam
Pharm、acia　Biotech．，　UK）and　then　cloned　illto　pCR2ユ　vector
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（Origillal　TA　Clollillg　Kit，　Invitrogen，　The　Netherlands）according　to
the　1皿anufacturer’s　instructions．　Sequencjng　of　th6　cloned　fraglnents
was　conducted　usillg　a　PRISM　377　DNA　sequencer（PE　Applied
Biosystems，　USA）after　cycle　sequence　reaction　with　BigDye
Terminator　Cycle　Sequencing　Kit（PE　Applied　Biosysteln、s，　USA）．
　　　　5’a皿chored　PCR　was　conducted　using　a　derivative　primer
IIVMVMVGTGTGTGTGTGT　（or　IIBYBYBGAGAGAGAGAGA），
since　the　original　primer　PCT4［KKVRVRV（CT）6］produced　very
few　bands　in　pear．　Amplification　was　performρd　in　a　50μl　solutioll
of　10　mM　Tris－HC1（pH　8．3），50　mM　KCI，15　mM　MgCl2，0，01％
gelatin，0．2　mM　each　of　dNTPs，50　pmoles　of　primer，30　ng　of
genornic　DNA，　and　2．5　un｛t　of　Taq　polymerase（Life　Technologies，
USA）．　Amplification　was　perforlned　for　l　cycle　of　94°C　for　30s，
57°Cfor　30s，　and　72°C　for　30s，　annealing　temperature　was　then
lowered　at　l『C　for　each　of　tlle　5　cycles，　followed　by　35　cycles　of
94°Cfor　30s，52°C　for　30s，　and　72°C　for　30s．　Forty－six　fraglnents
obtained　were　cloned　and　sequellced　as　above．
PCR　amp励icatien　Of　SSRs
　　　　Oligonuc董eotide　　　pri11ker　　sequellces
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suitablforPCR
amplification　of　SSRs　were　designed　using　the　OLIGO　ver．4
（National　Biosciences，　USA）．　PCR　amplification　Was　performed　ill　a
201．tl　solution　of　10　mM　Tris－HCI（pH　83），50　mM　KCI，1．5　mM
MgCl2，0．01％gelatin，0．2　mM　each　of　dNTPs，10　pmoles　of　each
forward　primer　labelled　with　fluorescent　chemical（FAM　or　TET　or
HEX）and　ulllabelled　reverse　primer，10　ng　of　genomic　DNA，　and
O5　unit　of　Taq　polymerase（Life　Technologies，　USA）．　All　the　SSR
arnplifications　were　perforlned　under　the　following　conditions：
illitial　denaturation　at　94°C　for　2　min，　followed　by　lO　cycles　of
94°Cfor　l　lnill，60°C　for　l　mill　and　72°C　for　2　min　where　the
annealing　telnperature　was　reduced　by　O5　°C　per　cycle；then
fol重owedby　25　cycles　of94°C　for　l　min，55°C　for　l　min　and72°C
for　2　Mill．　The　PCR　products　were　separated　and　detected　using　a
PRISM　377　DNA　sequencer（PE　Applied　Biosystems，　USA）．　The
size　of　the　amplified　bands　was　calculated　based　on　all　internaI
standard　DNA（Ge皿eScan－350TAMRA，　PE　Applied　Biosystems，
USA）with　GelleScall　software（PE　Applied　Biosystems，　USA）．
Results　and　Discussion
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∬1～isolat’ion
　　　　Tw・hundred　and　nine　visible　fragments　w6re　amplified　with
34RAPD　primers，　out　of　which　8　bands　showed　positive　signals　ill
So・uthem　blot　analysis　probed　with　5う一biotin　labelled　AG　or　AC
repeats．　The　other　3　illvlsible　bands　producing　positive　signals　were
not　cloned　becallse　of　its　difficulty．　Eight　visible　fragments　were
cloned，　sequenced　and　then　SSR　primers　were　designed（Table1－1）．
The　SSRs　including，　KA4b，　KA5，　KAI4，　KA16，　KBI6　and　KUIO，
were　derived　from　the　250　bp　band　from　OPA4，　the　1050　bp　band
from　OPA5，　tlle　300　bp　band　froln　OPAI4，　the　700　bp　band　from
OPA16，　the　350　bp　balld　from，OPB16　and　the　10501bp　band　from
OPU10，　respectively．　Five　clones　i且cluded　perfect　or　imperfect
repeats　ofAGITC　or　ACITG．　The　repeat　of（CAA）5　was　observed　ill
the　KA5　SSR　which　failed　to　show　polylnorphism　amollg　all　the
tested　pear　varieties．　Although　the　otller　2　RAPD　fragmen．ts　with　a
positive　signal　included　repeat　sequences，　newly　designed　specific
pri1皿ers　could　11・ot　produce　stable　a1皿plified　bands．
t
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　　　　Forty－six　fragments　were　obtailled　by　the　5’anchored　PCR
lnethod．　Almost　all　the　fragments　included　6　to　22’CAIGT　or　CTIGA
repeats　at　both　ends　of　5’and　3’terminals．　Fisher　et　al．（1996）
stated　that　the　primer　set　of　the　original　5’anchored　primer　and　an
additional　specific　primer　could　amplify　the　terminal　SSRs．
However，　no　primer　sets　of　5’鋤cllored　and　newly　designed　specific
primers　could　exhibit　unLique　amplified　fragmellts．　Fisher　et　al．
（1996）also　pointed　out　that　internal　SSR　repeats　could　sometimes
be　selec重ed．　In　the　case　of　pear，　more　than　lOfragments　contained　5
to　21　internal　repeats（CAIGT　or　CTIGA　or　ATITA）．　We　therefore
designed　specific　primers　to　amplify　the　internal　repeats　and
isolated　3　SSR　markers，　BGA35，　BGT23b　alld　HGA8b．
　　　　In　this　study，2differellt　methods，　i．e．　RAHM　and　5’anchored
PCR　were　successfully　applied　for　the　isolation　of　pear　SSRs．
Tanaka　et　a1．（1999）reported　that　about　60　positive　fragments　were
obtained　from　a　total　of　360　RAPD　primers　and　that　g
microsatellites　were　developed　ill　Fagtts　crenat’a．　We　were　able　to
obtain　5　SSRs　from　ollly　34　RAPD　primers，　which　showed　that　the
RAHM　method　was　also　efficiellt　ill　pear．　Both　apProaches　call　be
used　due　to　the　simplicity　of　the　procedures　wlthout　construction　of
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any　libraries．
Segregat’on　of∬Rs
　　　　Three　Fl　populatiolls　of　pear　were　used　to　examine　the　isolated
SSRs（Table　1－2，　Fig．1－1），　i．e．，　the　interspec重fic　Fl　Progeny　of
‘Bartlett’　（P．　commun　is）　and　‘Housui’　（」P．　」ρアrifo　liの，　the
illtraspecific　progelly　betweell　Japanese　pears‘314－32’x‘Tsukuba
46’（1）．pyrヴfo　lia　x、P．　pyr（fo〃o）and　the　three－way　illterspecific
hydrid　pr・geny・f　・　Shiiis　ei・x・282－12’［P．〃1ψ〃a　x（P．ρア1ψ∬ia　x
P．commun　is）］．　Six　SSRs（KA4b，　KA14，　KA16，　KB玉6，　KUIO　and
BGA35）fitted　the　expected　segregation　ill　all　the　segregating
populations，　which　suggested　tllat　the　examined　SSR　fragmLents
c。uld　be　derived　fr。m　the　sam61。ci．　Segregati・1・・f　alleles　f・r　the
BGT23b　SSR　which　was　derived　from‘Bartlett’，　fitted　the　expected
segregation　in　the　2　populations，‘Shinsei’x　‘282－12’and‘314－32つ
x　‘Tsukuba　46’，　alld　was　largely　distorted　ill　tlle　illterspecific
population　of‘Bartlett’x‘Housui’，No　distortion　was　observed　for
the　alleles　（206bp／236bp）　of　the　lnaterllal　parellt　‘Bartlett’　unlike
tlle　alleles（192bp／222bp）of　the　pollell　parent‘Housui’・
20
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It　is　generally　considered　that　there　are　no　major　incolnpatiblity
t）arriers・重o　illterspecific　hybridization　and　that　all　the　species　of
、Pyrus　are　intercrossable（Bell　etα’．1996）．　It　is　thus　necessary　to
conduct　further　analysis　of　the　BGT23b　SSR　to　determine　whether
the　distortion　was　due　to　the　structllre　of　the　interspecific　hybrid　or
not．　h　the　case　of　HGA8b，　segregatioll　of　the　alleles　did　llot　fit　the
monogenic　inheritance　ill　2　populations，‘　Shinsei’x‘282－12’and
‘314－32’　x　‘Tsukuba　46’，　Alternatively，　segregation　of　the
genotypes　in　these　2　populations　fitted　the　deduced　210ci　Illodel・It
is　thus　possible　that　these　SSR　fragmen．ts　migllt　have　been　deτived
from　2（or　more）duplicate　loci．
　　　　Aweak　competitio皿between　amplified　SSR　fragments　from
European　and　Japanese　pears　was　sometilnes　observed　in　the
progenies　derived　from　the　interspecific　hybrids，　‘Bartlett’　x
‘Housui’and　‘Shinsei’x　‘282－12’．　Numbers　of　alleles　from
European　pear　were　sollletimes　smaller　th　an　those　from　Japallese
pear　when　SSR　prilners　designed　froln　Housui’s　sequellces　were
used．　This　suggested　that　primer　sequences　might　11　ot　lbe　completely
conserved　betweell　1〕．　pyr（fo　1ia　and・P．　co111　i71　u　lt　iS　and　that　the
flanking　regioIls　around　repeats　might　have　sometimes　lnutated・
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σenet’ic・diversity　and　identification　ofpeai’cultivbrs
　　　　Seven　SSRs（KA4b，　KA14，　KA16，　KBl6，　KUIO，　BGA35，
BGT23b）were　used　for　cultivar　i　denti　fi　cation　and　the　evaluation　of
genetic　diversity　in　5　Pyrus　spp．　Two　SSRs，　KA5　and　HGA8b，　were
exchlded　because　of　the　presence　of　lnonomorphic　allele　and
duplicate　loci，　respectively．　AII　the　pear　varieties　were　successfu・lly
differentiated　together　using　7　SSRs（Fig，1－1，1－2，　Table　1－3）」t　is
considered　that　the　analysis　of　cultivar　di　fferenti　atioエ1　is　oftell
difficult　due　to　the　low　morphological　diversity。　In　this　s士u．dy，　we
showed　that　SSR　markers　were　highly　polymorphic　alld　could　be
used　as　a　reliable　tool　for　cultivar　differentiation　in　pear．
　　　　The　7　SSR　primers　could　produce　amplified　fragments　with　a
total　of　65　putative　alleles（Table　I－4），　with　all　average　of　g　alleles
ranging　from　3（KBl6）to　17（BGT23b）．　Variatioll　of　genotype　was
observed　within　species　as　well　as　among　species、　For　example，
BGT23b　showed　17　putative　a11eles　with　alnplified　ballds　ran91ng
froln　l　88　to　236　bp．　ill　whicll　4，7，5，5and　8　alleles　were’found　ill　P・
py1’ウt）！’σ，・P．　bretschneideri，1）．　uss　Zt　riensis，、P，　cal／eryana　and　P、
com　mun　is，　respectively．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　23
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0111y　4　alleles，　corresponding　to　the　95　bp　fragment　from　KA4b，　the
l81　bp　fragment　from　KAI4，　the　l54　bp　fragmeht　from　KB16　and
tlle　251　bp　fragmellt　from　KU玉0，　were　commonly　observed　i皿all　the
tested　specles．
　　　　Alarge　number　of　alleles　were　observed　for　only　l　species，
especially　for　P．　commun　is．111　the　case　of　1）・com〃2unis，　about　half
of　alleles　were　not　observed　ill　the　other　4　species．　Conversely，3，2，
3and　6　alleles　were　found　only　in　P．、ρアnfolia，　P．　bretschneideri，1）．
u∬uriensis　and、P．　ca〃eTyana，　respectively．　It　will　be　necessary　to
conduct　further　SSR　analysis　usillg　much　more　accessions　ill　order
to　reveal　whether　these　alleles　could　be　used　to　identify　species．
　　　　It　was　observed　that　3　Asian　species　（1）．　pンnfoiia，　P．
bretschneideri　alld　IP．　u∬uriensis）shared　a　large　number　of　putative
alleles．　About　35－50％of　the　alleles　were　shared　for　each　pair　of
species．　For　example，16　alleles　were　observed　in　both　1）．　py1ガb〃σ
alld　P．　L〃’elschneideri　out　of　tlle　31　alleles　found　ill　the　2　species，
and　13　were　detected　ill　both　1），　brei．s℃17neideri　and　P，　zl∬z〃Niensis
out　of　33　alleles．　In　addition，　some　alleles　were　frequently　detected
for　Asian　species，　Tlle　95　bp　allele　at　KA4b，　tlle　181　bp　allele　at
KA14　and　the　l54　bp　allele　at　KB16，　were　frequell重ly　observed　ill
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Asiall　species，　compared　that　these　were　rare　alleles　in　P．　communis，
Tllese　results　suggested　that　Asian　species　were　genetically　close　to
each　oth　er　，　Further　SSR　analysis　using　a　much　larger　number　of
gerrnplasms　may　lead　to　reveal　the　relationship　among　species・
　　　　SSR　markers　llave　been　utilized　as　anchor　lo　ci　to　combille　maps
produced　from　different　populatiolls（Gianfranceschi　et　al・1998，
Maliepaard　et　al．1998）．　In　the　case　of　pear，　the　double－pseudo　test
cross（Grattapaglia　and　Sederoff　l994）is　a　major　approach　to
construct　a　genetic　linkage　map　because　of　its　self－illcompatibility
character（Kikuchi　1929，　Ishilnizu　et　a1．1998b），　According　to　this
strategy，2different　maps　of　the　parents　call　be　separately　obtained
from　the　same　population　and　co－domillant　molecular　markers　can
join　both　maps．
1－2．An　enriclled　genomic　library
Materials　alld　Methods
Ploη1〃701ε1・1015　andD．M　exiraction
　　　　Ten　accessiolls　of　Japallese　pear　and　10accessions　of　Europea11
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pear　were　used　as　plant　materials　in　this　study（Table　2－1）．　We
selected　indigenous　or　old　crossbreeding　accessid皿s　without　parenレ
offsprillg　relationship　with　each　other・All　the　accessions　were
obtained　from　the　National　Institute　of　Fruit　Tree　Science（Ibaraki，
Japan）．　Genomic　DNA　was　iso量ated　from　young童eaves　by　a　CTAB－
based　extraction　method　aiid　purified　usillg　a　QIAGEN－tip　20
colulnll（Yamamoto　et　al．2000）．
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Table　2－1・Plant　materials　in　this　study
No．　Variety Species
Atago
Chouju
Ch（）j　uro
Housui
Ishiiwase
Kinchaku
Nanseichab6
Niitaka
Nijisseiki
Okusankichi
Bartlett
Brandywine
Conference
Flemish　Beauty
La　France
Marguerite　Marillat
Passe　Crassane
Pierre　Corneille
Precoce
Winter　Nelis
1）．」ρツ7〃わ1ゴa
1）．pyrijわ1ia
1）．pyアif（）lia
1）．pyrif（）lia
P．〃rijわlla
1）．〃7〃わlia
P．pyrクfo　lia
P．pyrijo　lia
1）．，pyrijわlia
1）．〃ア〃わlia
P。CO〃3〃zun　is
1）．CO〃Z〃Z　Z〃2is
1）．CO〃Z〃2Z〃zis
1）。CO〃2〃2Z〃zi8
1）．CO〃1〃zunis
1）．CO〃zmuア2is
1）。CO〃2〃1　Z〃2　is
1）．CO〃2〃1un　is
1）．CO〃2〃zunis
1）．CO〃2〃zunis
∬Risolaiion
　　　　An　enriched　genomic　library　was　construc“ted　from　Japanese
pear‘Housui’・Genomic　DNA　was　digested　with　EcoRI　and　M5εI
and　th6n　ligated　int・adapt・rs　by　using　the　AFLP　Analysis　System　I
（Life　Technologies，　USA）with　twice　the　scale　of　the　manufacturer’s
instructions（Fig．2－1）．　Pre－PCR　was　conducted　usillg　Eco－primer
（5’－GACTGCGTACCAATTC－3’）　　alld　　Mse－pril皿er　　（5’－
GATGAGTCCTGAGTAA－3’）．　Amplification　was　performed　in　a
200pl　sol　uti　on　of　lOlnM　Tris－HC1（pH　8．3），50　mM　KCI，15mM
MgCl2，0．Ol％gelatill，0．2　mM　each　of　dNTPs，10　pmoles　of　Eco－
primer　and　60　pmgles・f　Mse－primer・adapt・r－ligated　DNA・and　10
unit　of　Taq　polymerase（Life　Technologies，　USA）．　Amplification
was　performed　with　5－10cycles　at　90°C　for　30s，56°C　for　60s，　and
72　°C　for　60s，　for　denaturi皿9，　annealing　and　pril皿er　extension，
respectively．　PCR　products　were　hybridized　with　100　pmoles　of　3’－
biotin－labe11ed　（AG）15　01igonucleotides　after　denaturation．　The
sample　obtained　was　mixed　thoroughly　with　lOOμg　of　Dynabeads
M－280Streptavidin（Dynal，　Norway）in　STEX　buffer（100　mM　NaCI，
10mM　Tris－HCI，　l　mM　EDTA，0．1％Triton　X－100，　pH8。0）for　30
mi11．
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　restriction
Adaptor
　ligation
　　　↓
adaptor　1
Hybridized
with　biotin－
labelled（AG）15
　　　　↓
Enrichment　by
magnet　beads
　　　　↓
　　　　PCR
　　　　↓
　　Cloning
　　　　↓
Selection　of
positive　clones
　　　　↓
　Sequencing
　　　　↓
SSR　marker
adaptor　2
♂！（AG）n
magnet
⑤／AG｝n
4t‘f’唐狽窒?垂狽≠魔奄р奄
　 1 ／　　　　　　3
5
AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
SSR　sequeRce
Fig．2幽1．Enriched　genomic　library　by　using　magnet　beads
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The　conjugates　were　collected　with　a　magnet　and　washed　with
STEX　buffer　3　times．　Then　the　washed　conjugat6s　were　suspended
into　1／10　TE（10　mM　Tris－HCI，0．1　mM　EDTA，　pH8．0）．　After
boiling　for　3　min，，　the　target　DNAs　were　recovered　from　the
supernatant　solution．　PCR　was　collducted　using　the　enriched　DNAs
as　templates　under　the　same　conditions　as　those　for　pre－PCR　except
that　25　cycles　were　adopted．　The　PCR　products　were　ligated　i　llto　the
pCR2．1　vector　anLd　transformed　illto　competellt、Escherichia　coli
cells　（Original　TA　Cloning　Kit，　Invitrogen，　The　Netherlands）．
Colony　blot　hybridization　was　performed　to　select　the　pIasmids
containing　repeat　sequences．　Recombinan．ts　were　transferred　onto
nylon　membranLes（Hybond　N＋，　Amersham，　UK）and　then　hybridized
with　the　5’－biotin－（AG）1501igonucleotide　as　a　probe．　Detection　of
positive　clones　was　performed　using　the　BrightStar　BioDetect　kit
（Ambion，　USA），　according　to　the　maIlufacturer’s　instructions．
Sequencing　of　tlle　positive　plasmids　was　conducted　usi　ll　g　a　PRISM
377DNA　sequencer（PE　ApPlied　Biosystems，　USA）after　cycle
sequellce　reaction　with　BigDye　Terlnillator　Cycle　Sequencing　Kit
（PE　ApPlied　Biosystems，　USA）．
　　　　SSR　prirner　sets　were　designed　using　the　software　OLIGO　ver・
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6．0　（Molecular　Biology　Insights，　USA）　（Fig．2－2）．　SSR
amplification　was　performed　in　a　20　pl　solution　of　10　mM　Tris－HC1
（pH　8．3），50　mM　KCI，15mM　MgCl2，0・Ol％gelatin，0・2　mM　each
of　dNTPs，10　pmoles　of　each　forward　primer　labelled　with
fluorescent　chelnical（FAM　or　TET　or　HEX）and　unlabelled　reverse
primer，1011g　of　gellomic　DNA，　alld　O．5　unit　of　Taq　polymerase
（Life　Technologies，　USA）．　Amplification　was　perforlned　witll　35
cycles　at　94°C　for　l　min，50－55°C　for　l　min、　and　72°C　for2min，
for　denaturation，　annealing，　and　primer　extension，　respectively．　The
PCR　products　were　separated　and　detected　usillg　a　PRISM　377　DNA
sequencer．　The　size　of　the　amplified　bands　was　calculated　based　on
an　internal　standard　DNA（GeneScan－350TAMRA，　PE　Applied
Biosystems，　USA）with　GeneScall　software（PE　ApPlied　Biosystems，
USA）．
　　　　The　observed　heterozygosity　（Ho）was　calculated　as　the
number　of　heterozygous　genotypes　at　a　given　locus　divided　by　the
total　number　of　genotypes　scored　at　that　locus．　The　expected
heterozygosity（He）was　calculated　based　on　the　frequency　of　each
all　ele　according　to　the　formula　：He　＝1一Σpi2　where　pi　is　tlle
frequellcy　oftlle　ith　allele　of　each　SSR　Iocus（Nei　l973）・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35
　　1：
26：
51：
101：
121：
126：
Forward　primer
AATACTAATCCTTTTTGCTAATAAT
ATCTTGACACGAGAGAGAGAGAGAG
AGAGAG」酔LGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAAGGGAATAAGGGATGATAATACA
GAAGGTGACCGAGACAGATTGAATG
　　GA　　　　　　　　　　　Reverse　primer
Fig．2－2．　Sequence　of　SSR　marker　NHOOIc
Bold　le廿ers　indicate　the　SSR　region　of　GA　repeats
：25
：　50
：100
：120
：125
：127
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Results　and　Discussio1ユ
∬Risolation
　　　In　this　study，107　positive　clones　were　screened　from　927
colonies．　After　sequellcing　the　positfve　clones，　we　obtained　85
illdependellt　sequences　containing　8　to　36　microsatellite　repeats　of
（AG）／（TC）ca　20011　the　average．　The　average　insert　size　of　the
clones　obtained　was　ca　360　bp　rangi皿g　from玉36　to　880　bp．　Only　one
sequence　showed　duplication．　Out　of　the　85　sequences，59　contained
complete（AG）／（TC）repeats　and重he　others　had　interrupted　repeats
or　colnbined　m．otifs　of（AG）／（TC）and　otller　ullitS．　Seven　seque　11　ces
showed　2　repeat　regions　apart　from　each．
Gεη召1’o伽εr311アρブpear　culiivars
　　　Eighteen　primer　pairs　were　designed，　and　140f　the皿could
successfully　alnplify　the　target　fragments．　Thirteen　loci　were
developed，　which　showed　a　high　degree　of　polymorphism　ill
Japallese　pear　with　3　to　6　alleles　per　locus（Table　2－2）．
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One　microsatellite　locus　showing　a　monomorphic　pattern　was
excluded　for　further　a1lalysis．　The　average　Value　of　observed
heterozygosity　among　the　l310ci　was　O．69，　ranging　from　O4－LO．
Tlle　average　expected　heterozygosity　was　O．71，　ranging　from　O．56－
0．83．Ten　primer　pairs（microsatellites）successfully　amplified　loci
ill　tlle　European　pear（Pyrus　commun　is　L），　and　were　found　to　be
highly　polymorpllic　as　we玉1．
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Chapter　2・Genetic　identi　fi　cat韮on　of　pear　varieties　by　DNA
　　　　　　　　　markers
2－1，Identification　of　Asi　an　pear　varieties　by　SSR　analysis
Materials　and　Methods
1）lant　materials
　　　　As　showll　ill　Table　3－1，60　pear　accessions　were　used　in　this
study，　includin928　accessiolls　of　Japanese　pear　（1）アJ’us　pyi’ifc）〃o），
19　accessions　of　Chinese　pear　（9　0f」P．　bretschneideJ’i，　8　0f∫），
u∬uriensis，20f1）．　sinkiangensi、∫），5accessions　ofEuropean　pear（1）．
communis）alld　3　wild　relatives　（、P．　ca〃eryanの．‘La　France’，
‘BrandyΨine’and‘Bartlettつwere　used　as　reference　varieties　to
assess　Asian　1）．　commun　is　accessions．　Classification　of　the　Asian
species　followed　tllat　of　Iketani　el　al．（1998）and　Qu（1980）．
‘Ho119nahe’（P．　sinkiangensis）was　idelltified　as　a　triploid　cultivar
（Lin　alld　Fang　I994），　whereas　the　other　pear　accessions　were
collsidered　to　be　diploid．　Sixteen　varieties　were　obtained　froln　tlle
National　Repository　of　Pear　and　ApPle　Researcll　Institute　of
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1ni鎗a鍛d．72°C　for　2茸｝i豊．　The　o重her　5　SSR　loci（NHOG4a，　N｝｛0玉1b，
NHO13a，　NHO　14a　a難d．　NHO15a）were　afialyzed輌極田擁pl｛fica重io且
progra組n｝ed　for　35　cydes　a重94°C　for　l　m重簸，50－55°C　for玉rni錘
a難d　72　°C　　foT　2　min，　for　（至el｝atura重ion，　aBnea玉ing，　a11d　pri！ner
ex織s繊respectively・The　PCR　pr・ducts　lwere　separated　and
de重ected　using　a　PRISM　377　DNA　se嵯ueficer　（PE　Applied
B重osyste撮s，　USA）．　The　size　of重he＆mplified．　ba難ds　was　ca董culated
based　on　all撫tema韮standard　DNA（GeneScan－35⑪TAMR．A・，　PE
Applied　Biosystei孤s，　USA）羅sing　Ge1雀eSca丑sof逢ware（PE　App重｛ed
Biosyste搬s，　USA）．
Statistieal　an⑳sis
　　　　The　he重erozygos養y鍛d出e　power　of　discrimina重io難of　Asia1玉
pearS　were　eSt磁ated　f・r蕪cr・Sate韮董嚢e重・c重．　The　heter・zyg・sity（魚e
ebserved　he重er。zygOS重ty）was。alC廿墨aまed　usi1｝g　the　c鱗韓eτ
脚gra難‘gdivers嚢ゾkindly　pr・v星ded　by　Dr・H・lwata・The
1・e重er・zyg。s重ty　was　ca｝c9至a重ed　as　the・玉膿bei’・f醸er・zyg。us
ge丑o｛y峯｝es　a重agive難韮oc“s（圭重vi｛圭e（i　by重he　to重a11｝u圭難ber　Gf　genotypes
sc。TeCl　a憾at三6c雛s．丁壼｝e　P・wer・懸scr｛舳a重沁丑was　calculated
based　o簸重he　fre｛茎経efxcy　of　eac董｝ge韮o｛ype　accofdki　g　to重難e　for懲u玉a：
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PD軍1一Σ　pi2　where　pi　is　tlle　frequency　of　the　1重h　genotype　of　each
SSR　locus（Kloostermall　et　al．1993）．　A　phenogr’am　of　59　varieties
was　constructed　by　usi皿g　UPGMA（unweighted　pair－group　method
using　arithlnetic　averages）りased　on　Nei’s　genetic　identity（Nei
1972）．The　program　NTSYS－pc，　ver，2．Ol　was　used　to　construct　the
phellogram（Rohlf　l998）．
Results　and　Discussion
Genetic　identification
　　　　Nille　SSR　markers　were　used　for　cultivar　identification　in
Asian　pears，　including　28　Japanese　pears（P．」pJ／rゲblia），19Chillese
pears　（P．　bTetsohneideri，　i）．　ussz〃－iens・is7・P．　sinkiangensis），　and　5
European　pears（P．　commun　is）．AII　the　SSR　prilners　could　produce　l
or　2　discrete　amplified　fragments　in．　all　tlle　tested　accessions　except
for‘Hollgllaheつ．Among　the　60　accessiolls　used　ill　this　study，58pear
varieties　were　successfully　differentiated　using　a　total　of　133　alleles
（Fig．3－1，Fig．3－2）．
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Fig．3－1．　Aエnplified　ffag　lnent　pattems　of　NHO　14a　S　SR　from　8　pear　varl　etles．
　　　　　　Lanes　l　to　8　display　atnplified　products　the　following　varieties．
　　　　　　Lane　1：Housui；　2：0kusankichi；3二Yali；4二Laiyangcili；
　　　　　　5：Balixiang；6：Hongnahe；7二La　France；8：Mamenashi　6．
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The　phenogram　was　produced　using重he　UPGMA　me廊od　of
Nei’s　genet三c　ident量ty　betweer｝重he　var壼e重ies．
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　　　　It　was　foulld　that‘Manyuallxiang’stored　at　NIFTS（Nationa正
Institute　of　Fruit　Tree　Science，　Japall）and　stored　at　NRPA（National
Repository　of　Pear　a皿d　Apple，　P．　R．　China）could　be　differentiated
by　the　different　band　patterns　for　NHOO4a，　KA16　and　NHO14a．
℃angxili’　and　℃angxixueli’　which　are　considered　to　be
synonymous（Qu　l980）showed　different　band　patterns　for　NHOO4a，
KA16，　BGA35，　BGT23b，　NHOllb，　NHOl3a，　NHOl4a　and　NHO15a．
011the　other　hand，‘Yali’stored　at　NIFTS　and　at　NRPA　showed
identical　band　patterns．‘Laiyangcili’stored　at　NIFTS　and℃ili’at
NRPA，　which　were　considered　to　be　synonymous（Qu　I980），　also
showed　identical　band　patterns．　InL　this　study，　we　revealed　that　SSR
markers　could　be　used　as　reliable　tools　for　cultivar　identi　fi　catlon　m
Asian　pear．
　　　　‘Hongnahe’，　a　triploid　variety　classified　as、P．　sinkiangensis
（Lin　and　Fang　1994），　showed　3　alleles　of　233，251，　and　253bp　at
KU10；96，100，　and　103bp　at　NHOO4a；and　195，　222，　a1・d　241bp　at
NHO13a．　In　contrast，　the　other　59　accessio1ユs　which　were　considered
to　be　diploid，　showed　l　or　2　alleles　for　all　the　9　SSR　Ioci、　Sillce　tlle
amplified　bands　were　derived　froln　one　SSR　locus，　we　could
identi　fy　3　putative　alleles　for　the　triploid　var重ety．　In　the　tetraploid
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black　cherry，　it　was　reported　that　4　putative　alleles　were　amplified
（Dowlley　and　Iezzonj　2000）．　These　results　indica’te　that　the　number
of　alleles　derived　from　one　locus　can　be　used　for　the　identification
of　a　polyploid　karyotype．
　　　　SSR　markers　have　been　isolated　and　used　for　cultivar
idelltificatioll　and　the　constructioll　of　genetic　linkage　maps　of
species　belollging　to　the　family　Rosaceae，　such　as　apple（Malus　x
domestica，　Guilford　et　al．1997，　Gianfranceschi　etα1．1998，
Maliepaard　et　al．1998）and　Prunus　spp．（Cipriani　e・t’al．1999）．
Althougll　pear　is　a　commercially　important　fruit　tree　species
belonging　to　the　falnily　Rosaceae，　there　have　beel1『very　few　reports
on　reliable　DNA　markers　such　as　SSRs．　We　therefore　developed
SSR　markers　in　pear（Yamamoto　e・t’al．2002a，『b）and　applied　them
to　the　identification　of　Asian　pears．　It　was　reported　that　it　was
occasionally　difficult　to　apply　SSR　markers　across　species（Weising
et　al．1996，　Hokanson　et　a／．200i）．　In　kiwifruit，16　SSRs　isolated
froln　Actin　idia　ch　i1？ensis　were　exalnilled　for　8　different　species　of
the　same　genus，　and　only　80f　the　16　SSR　prilner　sets　coUld　be
utilized　across　the　species（Weisillg　et　a1．1996）．　Hokanson　ei　al．
（2001）　reported　that　among　the　142　・Malus　accessiolls，　a　large
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number　of　null　genotypes　were　evaluated　by　SSR　markers　developed
from　cultivated　apple．・We　showed　that　g　SSR　r血arkers　originati1ユg
from　the　Japanese　pear‘Housui’or　the　European　pear‘Bartlett’
could　be　apPlied　across　the　pear　spec｛es，　and　could・be　utilized　for
the　identi　fi　cation　of　Asian　pears．
Genetic　diversめノ
　　　　All　the　primer　pairs　for　SSRs　could　amplify　the　fragments　of
the　expected　size　for　the　original　cultivars‘HousUi’or‘Bartlett’．
The　range　ofproduct　size　per　Iocus　was　10　to　60　bp　for　the　g　SSR
loci，　The　number　of　alleles　per　locus　ranged　from　7　for　BGT23b　to
20for　NHO14a，　with　an　average　value　of　14．8（Table　3－2）．　The
heterozygosity（H）for　individual　loci　ranged　froln　O．39　for　KU10to
O．86for　NHOO4a，　with　all　average　value　of　O．63．　The　power　of
discrimination（PD）ranged　from　O．84　at　BGA35　to　O。95　at　NHO14a，
witll　a　mean　value　of　O．91．　These　results　indicated　that　the　g　SSR
Ioci　used　were　highly　heterozygous　and　were　e　ffi　cient　for　cultivar
discrilninatioll　ill　Asian　pear．
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Table　3－2．　Characterization　of　pear　var丘eties　using　g　SSR　loci
SSR
lOOUS
ExPected
produot
size（bp）
Range　of
prociuct
s三ze（bp）
Number
putatlve
alleles
1｛etero－
Z＞’90Sity
（H）
Power　of
di　scrimination
（PD）
KAl6
KUlO
BGA35
BGT23b
NHOO4a
NHOlIb
NHO13a
NHO14a
NHO　15b
rQ！QOO弓J　l
123－160
222－285
121－130
184－236
78．121
156－241
玉86－232
66406
95－138
597786506 0．64
0．39
0．41
0．78
0．86
0．56
0．61
0．76
0，68
0．9玉
0．S7
0．84
0．94
0．94
0，91
0．93
095
α92
average 玉4．8 O．63 091
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　　　　In　this　study，　average　values　of　the　observed　heterozygosity　for
59accessions　of　5、Pア1・・us　species　were　O．63．In　apやle，　Hokanson　et　al．
（2001）reported　the　value　of　O．62　for　the　observed　heterozygosity　by
using　l42ルfalus　accessions．　Since　both　pear　and　apPle　have　a　self－
incompatibi玉ity　character　and　are　classified　into　the　same　sub－
family　Pomoideae，　the　similar　values　of　heterozygosity　observed　for
pear　and　apple　were　considered　to　be　reasonable」11　pe琴ch，　Sosinski
et　al．　（2000）　described　values　of　O．21－056　for　the　observed
heterozygosity　by　using　28　varieties．　It　is　collsidered　that　the　low
heterozygosity　value　in　peach　was　presuma『bly　due　to　the　self－
pollillatioll　nature．
　　　　Frequencies　for　individual　alleles　at　SSR　loci　are　depicted　ill　2
histograms　out　of　g　histograms　in　Fig．3－3．　Differences　ill　the
frequellcies　for　individual　alleles　can　be　seen　ill　these　histograll夏s・
For　example，　a　large　frequellcy　value　was　observed　for　130bp　at
BGA35（38％），37．3％for　251bp　at　KU10，36、4％for　I37bp　at
KAl6，36．4％for　183bp　atNHOllband　347％for　78bp　at　NHOO4a．
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Fig．3－3．　Histogralns　depicting　the　alleles　dlat　occurred　at　loci　KA　16（a）and
NHO14a（b）．　Base－pair　s重ze（abscissa）and　the倉equency　at　wllich　each　aUele
occurred（ordinate）in　pear　varieties　is　l重sted．
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Oll　the　other　halld，　there　was　a　laτge難umber　of　alleles　with　a　rare
frequency．・The　91bp，92bp，102bp　and　lllbp　of’alleIes　at　NHOO4a
were　observed　with　a　frequency　of　O．8％a重the　Iocus．　A　total　of　31
alleles　showed　a　value　of　O．8％．
Geneti（フi”elo・tedne∫5
　　　　Genetic　relatedness　of　60　Asian　pears　was　ana正yzed　based　on
SSR　genLotypes．　The　obtailled　dendrogram　enabled　to　identify　3
major　groups，　corresponding　to　the　Japanese，　Chinese　a皿d　European
pear　gr・Pps（Fig・3－2）・The　Japanese　pear　gr・up　included　alln・st　al正
the　native　and　domesticated　P．」PY1’ヴfO〃a　varieties．　On　tlle　other　hand，
one　of　the　P．　pyrifolia　varie重ies，　a　dwarf　native　variety　called
‘Nan・seich　abo’（Kajiura　a：nd　Sato　l990），　was　distan宣from　the　other
Japanese　pear　varieties　ill　this　group．工11　the　Chinese　pear　group，　the
P．bretschneideri　Rehd．，」P、　u∬uriensis　Maxim　and　P．　sinkiangensis
Yu　varieties　were　llot　clearly　separated　but　mingled　together，
Interestingly，　‘Cangxixuelゴ　belonged　to　the　Chinese　pear　grouP，
幽wllile‘Cangxili’belonged　to　the　European　pear　group．　A重though　2
cultivars℃angxixueli’and℃angwudashali’were　classified　as　P．
pyr｛1b！1α，　they　were　11　ot　clustered　within　the　Japallese　pear　group．111
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this．study・the　varieties　bel・nging　t・P・pyrifolia　which・riginated
in　China，were　not　included　in　the　Japanese’pear　group，　In、P．
sinkiangensis，‘Huachangba’a皿d　‘Naiximute’belonged　to　the
Chinese　pear　group，　and　the　latter　cultivar　was　positioned　far　fro皿
the　oth．er　Chinese　pear　varieties．‘Tizhali’，　an　unknown　variety，
belonged　to　the　Japanese　pear　group．‘Enbali’，　Tuwuxiangラand
‘Xiaohebai’，　whose　species　were　not　idelltified，　belonged　to　the
Chinese　pear　group、
　　　　Several　pairs　showing　a　parent－offspring　relationship　were
grouped　at　very　close　positions．　For　example，‘Yakumo’（male
parent）vs　‘Suisei’（offspring）alユd　‘Kousui’（ma1’e　parent）vs
‘Syuugyoku’（offspring）showed　a　high　genetic　ident｛重y．　Since　l
allele　of　the　parent　was　translnitted　to　its　progeny，　the　results
obtained　were　quite　reasonable．
　　　　Three　accessiolls　of、P．　ca〃eryana　were皿ot　grouped　together
but　included　ill　different　groups．　It　was　considered　that　genetic
diversity　alnoIlg　1〕．　co〃eJっ2ana　might　be　relatively　large　and　tllat　1）．
ca〃eryana　did　not　show　any　close　relationship　with　Japanese　pear
cultivars．　It　js　llecessary　to　use　a　larger　nulnber　of　accessions　ill
order　to　evaluate　accurately　tlle　genetic　diversity　ill、1〕．　ca〃〔7jつノana，
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‘lwateyamanashi’，　which　is　one　of　the　wild　species　in　Japan　and
c至assified　as、P．　u∬uriensis，　was　not　grouped　wi重h　the　I）．　u∬uriensis
accessions　originating　in　C｝lina．　The　genetic　diversity　within
Iwateyamanashi　was　not　allalyzed　and　the　relationship　between
Japa皿ese　pear　and　Iwateyamallashi　has　not　been　revealed　ye重．　We
consider　that　SSR　markers　could　be　used　as　reliable　tools　to　idelltify
native　pears　such　as　Mamellashi　alld　Iwateyamanashi．
　　　　In　this　study，　SSR　markers　could　generate　3　groups，　i。e．，
JapaRese，　Chinese　anLd　European　pears．　It　is　collsidered　that　all　the
species　in、Pアrus　are　illtercrossable　and　that　tllere　are　no　major
incompatibility　barriers　to　int　erspeci　fi　c　hybridizatioll　ill　Pyi・us
（Westwood　and　Bjornstad　l971，　BeU　and　Hough　1986）．　There　fore，
genetic　relationships　among　Pyrus　are　still　unknown．　For　exalnple，
it　is　considered　that　1）．　sinkiangensis　originated　froln　a　naturally
occurring　interspecific　hybrid　of・P．　b　re　ts　chneideri　and　P・ρアr｛1b1∫o，
or」P．　coMMUi7　iS　a皿d　1〕．1ワァ1ガb1∫o（Shen　et　al．1994）」11　this　study，　we
could　llot　clearly　separate　Cllillese　pears　（1〕，　b　re　ts　chneideri，　1）・
ztssuriei？sis，」P．　sinkiangej？sis）ill　a　phenogram，　It　will　be　necessary
to　　evaluate　　many　　lnore　　native　　varieties　　to　　reveal　genetlc
relatiollships　in　Asian　pear．
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2－2．Pare且tage　anLalysis　ill　pear　cultivars　characterized　by　SSR
　　　　In　arkeτS
Materials　and　Methods
1）lant　materials・and－Dハん4　extraction
　　　　F・urteen　peqr　cultivars　and　their　parents　were　used　in　this
study（Tab孟e　4－1）．　Eight　cultivars　are沁traspecific　hybrids，　whereas
6cultivars　are　results　of　interspecific　hybridization．　Plallt　materials
were　obtained　from　the　National　Institute　of　Fruit　Tree　Science
（Tsukuba　and　Morioka，　Japan），　the　Yamagata　Prefectural
Horticultural　Experiment　Station（Sagae，　Japan）and　the　Na重ional
Agricultural　Research　Center　for　Hokkaido　Region（Sapporo，　Jap　an）．
Genomic　DNA　was　isolated　from　fresh　young　leaves，　using　the
modified　CTAB　protocol　described　by　Yamamoto　et　a／．（2001）．
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SS1～aMlク14－?奄モ≠狽奄盾氏@a刀d」parentage　ana∬．］V．S’　i5
　　　Twenty　SSR　lnarkers（KA4b，　KA14，　KA16，　KU10，　BGA35，
BGT23b，　NHOOIc，　NHOO2b，　NHOO4a，　NHOO5b，　NHOO7b，　NHOO8b，
NHOOgb，　NHO10a，　NHOllb，　NHO　12a，　NHO13a，　NHO14a，　NHO15a
and　NHOI7a）were　used　（Yalnamoto　et　al．2002a，　b）．　PCR
amplification　was　performed　in　a　20　pl　solution　of　10　mM　Tris－HCl
（pH　8．3），50　mM　KCI，15皿M　MgCl2，0．01％gelatin，0．2　mM　of
each　dNTP，10　pmoles　of　each　forward　primer　labeled　with　a
fluorescent　chemical（FAM，　TET　or　HEX），　and　unl　ab　elled　reverse
primer，10　ng　of　genomic　DNA，　and　O．5　unit　of　Taq　po董ymerase
（Life　Technologies，　USA）．　For　the　SSR　loci　of　KA4b，　KA14，　KAI6，
KU10，　BGA35　and　BGT23b，　amplification　was　conducted　as
described　by　Yamamoto　et　al．（2002b），　whereas　PCR　was　utilized　on
14　SSR　loci（NHOOlc，　NHOO2b，　NHOO4a，　NHOO5b，　NHOO7b，
NHOO8b，　NHOOgb，　NHO10a，　NHO　l　llb，　NHOI2a，　NHO　l3a，　NHO　14a，
NHO15a　and　NHO17a）accordillg　to　Yamalnotoθ’al．（2002a）．　The
PCR　products　were　separated　a1ユd　detected，　using　a　PRISM　377
DNA　sequellcer（PE　Applied　Biosystems，　USA）．　The　size　of　the
amplified　bal・ds　was　calculated　based・1・　al・　il・teTI・al　standard　DNA
（GeneScan－350TAMR．A，　PE　Applied　Biosystelns，　USA）with
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GeneScan　software（PE　ApPlied　Biosystems，　USA）．　Parentage　was
analyzed　l〕ased　on　the　inheritance　of　one　allele　at冒＝@single　SSR　locus’
transmitted　from　the　parent　to　the　offspring．
Results　and　Discu＄sion
SSR　amplification
　　　　In　Japanese　pear　cultivars，　all　20　SSR　loci　tested　produced　l　or
2discrete　amplified　fragment（s），　which　were　used　for　determining
the　parelltage　of　4　Japanese　pear　cultivars，‘Giolゴ，‘Housui’，
‘Shinseiki’and‘Tanzawa’．
　　　　In　European　pear　cultivars，160fthe　20　SSR　loci　produced　l　or
2discrete　amplified　fragmellts，　whereas　the　4　SSR　loci（NHOO8b，
NHOlOa，　NHO12a　and　NHO17a）did　11・ot．　The　KA4b　loous　previously
generated　a　null　allele　ill　European　pears（Yamalnoto　et　al、2002b）
so　it　was　not　used．　Therefore，15　SSR　loci　were　used　to　determine
the　parentage　of　4　European　pear，‘Aurora’，‘Ballade’，‘Gorham’
and‘Pierre　Cornei11e’．　The　5　SSR　Ioci（KA4b，　NHOO8b，　NHOlOa，
NHO12a　and　NHO17a）which　could　11・ot　be　used　ill　European　pears
were　desiglled　from　the　sequellces　of‘Housui’．　This　suggests　that
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these　primer　sequences　might　not　be　completely　conserved　between
、P．」ρyrifo　lia　and　P．　communis　or　that　the　flankihg　regions　around
repeats　Inight　have　sometimes　mutated（Yamamoto　et　al．2002b）．
　　　　In　the　5　interspecific　hybrids　except　for　‘Ninomiyabaili’，　15
SSR　loci　produced　l　or　2　discrete　amplified　fragments，　whereas　the
5SSR　loci（KA4b，　NHOO8b，　NHO10a，　N且012a　and　NHOl7a）did　not
because　of　weak　amplification　or　the　possibility　of　a　null　allele．
Thus，18　SSR　loci，　except　for　the　KA4b　and　NHOl2a，　were　used　to
determine　tlle　parentage　of　‘Ninomiyabaili’，　wllereas　15－18SSR　loci
were　tested－on　6　interspecific　hybrids，‘Taiheiyo’，‘Oharabeni’，
‘Ninomiyabaili’，‘Kangyoku’，‘Ninomiya’alld‘Zaosu’．
　　　　Segregati・n・f　SSR　gen・重ypes　were　rrp・rted　in　3　Fl
populatiolls　of　pear，　i．e．，　the　interspecific　FI　progenies　of‘Bartlett’
and‘Housuj’，　the　intraspeci　fi　c　population　between　Japanese　pears
‘314－32’x‘Tsukuba　46’，　and　the　three－way　illterspecific　hybrids　of
‘Shinsei’x‘282－12’［、P．　pyrヴfo／ia　x（P，1フyrilfolia　x　1）．　co・jl？・111・u｝？is）1
（Yamamoto　et　al．2002a，　c）．111　these　populatiolls，　segregation　of　5
SSRs（KA4b，　KAI4，　KA16，　KU10alld　BGA35）fitted　tlle　monogelllc
illheritance（Yalnamoto　et　a1．2002b）．　The　otller　SSR　m　arker　fitted
tlle　expected　segregation　ill　the　FI　populatien　of‘Bartlett’　and
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‘Housui’，　and／or　could　be　mapPed　ill　the　genetic　linkage　maps　of
‘B　artlett　’and‘Housui’（Yamamoto　et　al．2002c），　Thus，　all　SSRs
used　in　this　study　were　apparently　derived　from　a　si・n　gl　e　locus　and
highly　useful　for　parentage　analysis　in　pear．
Parentage　ana！ysis　o．プEuropean　pea］’
　　　　The　parentage　of　4　European　pear　cukivars，　using　15SSR正oci，
revealed　that‘Aurora’is　a　derivative　from　a　cross　of‘Marguerite
Marillat’x‘Bartlett’，‘Bal董adeつfrom‘B　artlett’x‘1．a　France’，
‘Gorhamりfrom‘B　artlett　’x‘Josephine　de　Malinesり，　a且d‘Pierre
Corneil1げ　from　‘Beurre　Dier　x　‘Doyenne　du　Comice’．　In　the
parentage　of　℃orham．’，　12　SSR　loci　showed　polymerphisms
betweenL　its　parent　cultivars‘Bartlett’and‘Josephine　de】〉【alines’．
Thirty　一一nin　e　alleles　were　generated　from　l5　SSR　loci　ill　tlle　parellts
of‘Gorham’．
　　　　The　inheritallce　of　SSR　alleles　for‘Gorham’and　its　parellts
revealed　that　those　of　184　bp　and　l70　bp　at　NHOO2b　were　inherited
from‘Bartlett’alld‘Josephine　de　Malines’，　respectively（Fig・4－1）・
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Bartlett
（female）
Josephine
de　Malines
（male）
】i（A14　　　：　179／187
KA16　　　；　133／135
BGT23b　：　206／236
NHOOlc　：　122／158
NHOO2b　：　170／184
NHOO4a　：　　90／　96
NHOO7b　：　138／140
NHOO9b　：　1431149
NHOllb　：　168／Z72
NHO13a　：　166／232
NHO14a　：　　70／　72
NHO15a　：　107／119
KA　14
KA16
BGT23b
NHOOlc
NHOO2b
NHOO4a
NHOO7b
NHOOgb
NHOllb
NHO13a
NHOユ4a
NHO15a
：　181／187
：　123／153
：　206／208
：　114／124
：　170／174
：　90／90
：　130／140
3　143／143
：　162／172
：　201／232
：　82／82
；　工06／107
Gorham（offspring）
KA14
KA　16
BGT23b
NHOOlc
NHOO2b
NHOO4a
NHOO7b
NHOOgb
NHOllb
NHO13a
NHO14a
NHO15a
OO
OO
20
O●
OO
OO
，O
■O
O●
OO
OO
OO
181／187
123／135’
206／236
124／158
170／184
90／90
138／140
143／149
工72／172
201／232
72／82
107／119
Fig．4－1．　Parentage　analysis　of　Gorham　and　its　parents　Bartlett　and
Josephine　de　Malines　by　l　2　SSR　loci．　Putative　alleles　transmitted
from　Bartlett　and　Josephine　de　Mal　ines　are　indicated　by　bold　types
and　underl　ines，　respectively．
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Silnilarly，　the　alleles　of　90　bp　and　90　bp　at　NHOO4a，149　bp　and　143
bp　at　NHOOgb，172　bp　and　l72　bp　at　NHOIIb，ラ2　bp　and　82　bp　at
NHO14a，119　bp　and　107　bp　at　NHO15a　were　also　inherited　from
‘Bartlettりand‘Josephi皿e　de　Malines’，　respectively．　ln‘Aurora’and
‘Ballade’，7　and　l3　SSR　loci　showed　polymorphisms　between
parents，　respectively．　One　allele　of　a　parent　was　consistently
transm、itted　to　the　offsprings　for　all　SSR　loci．　Four　cultivars，
‘Aurora’，　‘Ballade㍉　‘Gorharnり　alld　‘Pierre　Corneille’　were
reconfirmed　as　offsprings　of　their　cited　parents　because　there　was
no　discrepancy　in　the　inheritance　of　all　polymorphic　SSR　alleles
（Fig．4－1，4－2）．
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Parentage　analysis　o．プJapanese　pear
　　　　All　analysis　of　4　Japanese　pears，‘Gion’，‘Hbusuiラ，‘Shinseiki’
and‘Tanzawaラ，　using　20　SSR　loci，　revealed　that‘Gioガis　a　hybrid
between℃hojuro’x‘Nijisseiki’and　that‘Shinseiki’is　a　product　of
‘Nijisseiki’x℃hojurげi皿that　ll　SSR　loci　showed　PQIymorphisms
betweell　parents．　One　allele　at　all　polymorphic　SSR　loci　was
transmitted　from　parents　to　their　offsprings　and　no　discrepancy　in
the　inheritance　of　alleles　at　20　SSR　loci（Fig．4－2）．　Therefore，
℃ion．’and‘Shinseiki’were　reconfirmed　as　offsprings　of　their　cited
parents．
　　　　111‘Housuゴ，35　alleles　were　generated　from　20　SSR　Ioci．　Nine
alleles　observed　in‘Housuゴwere皿ot　observed　in　either‘Ri－14’or
‘Yakumo’．　For　example，　the　SSR　alleles　of　251　bp　and　253　bp　at
KU10，192　bp　at　BGT23b，180『bp　at　NHOO2b，341　bp　at　NHOO5b，
222bp　at　NHO13a，70　bp　and　86　bp　at　NHO14a，　and　90　bp　at
NHO17a　do　llot　match（Table　4－2，　Fig．4－3）．　Therefore，　neitller‘Ri－
14’nor‘Yakumo’was　collfirlned　as　parents　of‘Housuiラ．
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　　　　Morpllological　traits　of‘Housui’support　our　data　because
‘Housui’has　a　corked，　brown，　russeted　skin，　whereas　seedlings　of
‘Ri－14つx　‘Yakumo’have　a　smooth　skin　without．any　russeting
（Machida　et　o1．1982）．　Furtllermore，‘Ri－14’（S／S2）and‘Yakumげ
（S「1S4）　are　Ilot　parents　of　‘Housui’　because　‘Housui’　is　cross－
compatible　with‘Nijisseiki’（S2S4）and‘Suisei’（SiS4）（Machida召t
al．1982），　Ishiln．izu　et　al．（1998a）determined　tlle　8　genotype　of
‘Housui’　is　5「3515　by　a　combination　of　two－dimensional　gel
electrophoresis　and　N－terminal　sequence　analysis　for　8　proteins．
‘Housui’，　a　leading　cultivar　ill　Japall，　llas　been　used　as　a　parellt　of　a
large　nulnber　of　pear　cultivars　so　that　it　is　important　to　know　the
exact　parentage　and　the　genetic　backg止ound　of‘Housui’．
　　　　In‘Tanzawa’（Anonylnous　1927），9alleles，110bp　at　NHOOlc，
185bp　at　NHOO2b，78　bp　at　NHOO4a，204　bp　at　NHOO8bp，185　bp　at
NHOllb，105　bp　at　NHOi2a，222　bp　at　NHOl3a，78　bp　atNHO14a
and　lOg　bp　at　NHOI5a　were　not　observed　ill　either‘Chojuro’or
‘Nijisseiki’（Table　4－3）wllich　Ieads　us　to　believe　tllat　they　are　11・ot
parents　of‘Tanzawa’，
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Parentage　analysis　Qf　interspec（fic　hybrids
　　　　Analyses　　of　the　　parelltage　　of　6　　cultiマars，　‘Oharabeni’，
‘Taiheiyo’，‘Ninomiyabaili’，‘Kangyoku’，‘Ni皿omiya’and‘Zaosu’，
revealed　that　in‘Taiheiyo’，15　SSR　loci　showed　polymorphisms
between　the　parents　‘Okusan、kichi’and　‘La　Franceラ．　Fifty－one
alleles　were　generated　from　these　15SSR　loci　in　the　parent　cultivars．
011e　SSR　allele　froln　each　parent　was　transmitted　to　the　offspring
‘Taiheiyo’；e．　g．，　the　alleles　of　l80　bp　and　l70　bp　at　NHOO2b
observed　i1ゴTaiheiyo’were　inherited　from℃kusankichi’and‘La
France’，respectively，　thus　co皿firming　its　parentage．
　　　　111‘Ninomiyabaili’，‘Kangyoku’and‘Zaosu’，16，15　and　15
SSR　loci　showed　polymorphisms　betweell　parellts，　respectively，
generated　53，48　and　47　alleles，　respectively．　One　allele　froln　each
parent　was　consistently　trallsmitted　to　their　offsprings．
‘Nillomiyabaili’，‘Kangyoku’alld　‘Zaosu’were　recollfirmed　as
offsprings　of‘Yali’x‘Shillcllu’，℃hojuro’x‘Mishirazu｝and
‘Pin99uolゴx‘Mishirazu’，　respectively、
　　　　Analyses　of‘Oharabelli’alld　its　parellts℃kusankichi’and
cMax　Red　Bartlett’indicate　that　the　alleles　of　239　bp　alld　253　bp　at
KUIO，107　bp　alld　l13bp　at　NHOO4a，141　bp　alld　155　bp　at　N｝IOOgb，
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205bp　and　220　bp　at　NHO13a，66　bp　alld　78　bp　at　NHOl4a　and　109
bp　at　NHO15a　of℃kusallkichi’were　11・ot　transmi｛重ed　to℃harabeni’
（Table　4－4，　Fjg，4－2）．　Hence，‘Oku．sankichi’is　not　its　parent，・
whereas‘Max　Red　Ba士tlett’was　reconfirmed　as　a　parent　because
there　was　llo　discrepancy　in　the　inheritance　of　all　used　SSR　markers．
‘Oharabelli’was　heretofore　thought　to　be　a　chance　seedling　of
℃kusankichi’with‘Max　Red　Bartlett’as　its　parent　because　of　its
proximity　ill　the　orchard，　the　red　color　trait　of　youllg　leaves，　and　its
segregation　patter11（Takahashiεごσ1．1981）．　However，　our　date
indicate　that‘Okusankiclli’was　not　one　of　its　parents．
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　　　　Likewise，　the　analyses　of‘Ninomiya’a皿d　its　parents℃hojuro’
and‘Le　Conte’indicate　that　the　alleles　of　I2γbp　and　l33　bp　at
KAI6，124　bp　at　BGA35，200　bp　and　236　bp　at　BGT23b，120　bp　and
l58　bp　at　NHOOlc，140　bp　and　I42　bp　at　NHOO7b，149　bp　and　153
bp　atNHOOgb，172　bp　and　l81　bp　atNHOllb，222　bp　and232　bp　at
NHOl3a，70　bp　and　88　bp　at　NHOl4a，　and　107　bp　and　109　bp　at
NHO15a　are　n．ot　present　in‘Ninomiya’（Fig　4－2）．　In　contrast，　one
al垂e董e　of℃hojuro’was　consiste皿tly　transmitted　to‘Nino皿iyaラfor
all　SSR　loci．℃hojuroつwas　rec　on　fi　rmed　as　a　parent　because　there
was　no　discrepancy　in　tlle　inheritance　ofalleles　at　all　used　SSR　loci
（Table　4－5）．
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　　　　In　100f　tlle　14　parent－offspring　relationships，　both　female　and
male　cultivars　were　established　as　parents　because　alleles　at　all　SSR
loci　of　offspring　cultivars　were　inherited　from　their　parents　without
any　discrepancy（Table　4－6）．　However，重he　4　cultivars，‘Housui’，
‘Tanzawa’，‘Oharabelli’and‘Ninomiya’，　showed　the　inconsistency
for　some　alleles　at　7－10　SSR　loci．　Twenty　SSR　markers　were
effectively　　utilized　　for　the　　a1ユalysis　　of　　14　　parent－offspring
relatiollships，　including　Japa．nese　pears，　European　pears　alld
interspecifib　hybrids．
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The　probab〃〃アノ’or　patern　ity
　　　　Ill　pare，n｛age　analysis　of　humans，　the　probabflity　for　paternity　is
calculated　based　oll　the　allele　inheritance　and　frequency（Hashiyada
ε’α！．1997，Hummel　l971，　Katsumata　et　al．2001）．　The　probabiHty
for　paternity　of　8　pear　cultivars　without　discrepancy　on　SSR　alleles
was　calculated　usillg　the　computer　program‘Probability　Calculator
for　　Paterllity　　Likelihood　　and　　Exclusion，　　ver．　　2、Ob’
（http：〃www3．kmu．ac．jp／～legalmed／DNA／ppl．html），　by　Dr．　A．　Akane．
The　probaもility　for　paterllity　in　the　parentage　of　8　pear　cultivars
ranged　from　O、9911　to　O．9999，　with　an　average　value　of　O．9979．
According　to重he　criteria　for　human　parentage，　the　value　of　O．9911
means　extremely　high　possibility　as　a　parent，　whereas　tlle　value　of
O．9999shows　an　exact　parent－offspring　relation．
　　　　It　is　very　difficult　to　evaluate　allele　frequency　in　cultivated
pears　because　allele　frequency　varies　according　to　cultivar　alld
species．　However，　we　conclude　that　the　possibility　of　a　parellt－
offsprillg　relationsllip　of　81　pear　cultivars　could　be　recollfirmed　with
very　high　accuracy．　For　human　parentage，　the　number　of　SSR　loci　is
increased　until　the　v．alue　reaches　more　than　O．998　for　paternity
likelihood．　Values　greater　than　O998　are　obtained　by　using　4　to　7
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SSR　loci．　In　this　study，15　to　20　SSR　loci　were　used　to　determine
pear　parentage　which　should　be　sufficient．
2－3．Genetic　characterization　of　pear　varieties　revealed　by
　　　　chloroplast　DNA　sequences
Materials　and　Methods
Plant　materials　and　DAIA　isolation
　　　　Thirty－three　pear　varieties　were　used　in　this　study，　includi茸g　8
varieties　of　Japanese　pear（1）アrus、ρアr（fo　！ia），7varieties　of　Chillese
pear　（4　0f　・P．　b　re　ts　chn　eideri，　3　varieties　of　P，　ussuriens・is），　6
varieties　of　European　pear（1）．　commun　is），3wild　relatives（P．
ca〃eryanのand　g　varieties　presumably　obtailled　by　interspecific
hybridization（Table　5－1）．
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Table．5－1．　Pear　varieties　used　in　this　study
No．　Variety　nameSpecies
　1Ch（巾rOI
2Housui
31shiiwase
　4Kinchaku
5Nanseichabo
6Nijisseiki
　7　0kusankichi
　8Shinchu
gBalixiang
101wateyamanashi
ll　Jianbali
ユ2Hongli
13Laiyangcili
14Mili
15Yali
16Bartlett
17Flemish　Beauty
18La　France
19Marguerite　MariUat
20Max　Red　Bartlett
21Passe　Crassane
22Mamenashi　6
23Mamenashi　14
　　　　　　哩
24NrFTS6113003－0005
25Taiheiyo
260harabeni
27Mishirazu
28Le　Conte
29Ninomiya
30　Ninolniyabaili
31Kangyoku
32Zaosu
33P圭ngguo豆i
P．∫ツrガPo　1ゴa
P．pyrtfo　lia
P．pyrケfo　lia
」P．pyrif（｝lia
」P，酬r荻｝lia
P．pyアifo　lia
lP．　Piyrヴb’如
P．pyrifo　lia
、P．　ussuriensis
P．ussuriensis
P．us∫uriensis
P．bretschneideri
P．bretschn｛？ideri
P．bretschneideri
P．bretschneideri
P．CO〃置〃1unis
P．CO〃lmunis
P．communis
」P．CO〃軍munis
P．communis
」P．co〃1munis
・P．cα∬leリノana
P．calleりlana
」P．callei　yana
P．pyr斬ゆ1麺xP．　COη1〃lunis
P．Pツrガb伽xP．　co〃1〃班’Iis．
P、pyrifotia　x　P．　coη1〃zunis
P．com〃i　unis　x　P．　pyrtfo　lia
P㌔pyrtfolia　x（P・co〃槻麗η‘5　x　P．　pyj－ifolia）
P．わ肥∠5c1正neideri　x　P．　P｝2nfolia
（P、」pyrifolia　x　P・c・〃1’nunis）x1λpy1ガb1如
（P．pyi’ifolia　x　P・麗∬uriensis）X（P．アyψ’燃P・CO鷹纏∫）
P．Pツnfo　lia　x　P．　ussuriensis
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Plant　materials　were　obtained　froln　the　National　Institute　of　Fruit
Tree　Science（lbaraki　and　Iwate　prefectures，　Japan）aロd　the　National
Agricultural　Research　Center　for　Hokkaido　Region（Sapporo，　Japan）．
Classification　of　the　species　followed　that　of　Iketani　et　o1．（1998）。
Total　DNA　was　isolated　from　fresh　young　pear　leaves　using　the
modified　CTAB　protocol　described　by　Yamamoto　et　al．（2001）．
Sequencing　Of　cpZ）ハIA　regions
　　　　The　6　regions　of　cpDNAs　used　are　shown　in　Table　5－2，　i．e．，
atρB－rbcL　（intergenic　spacer　between　ATPase　B　subunit　and
ribulose1，5－bisphosphate　　carboxylase／oxygenase　　Iarge　　subunit
genes），　trnL－trnF（intergenic　spacer　between　tRNA－Leu　and　tRNA－
Phe　genes，　sometimes　shorten　to　trn」ひF），　accD－psal（intergenlc
spacer　between　acetyl　CoA　carboxylase　and　photosystem　I　subunit
genes），　n（ihA（intron　of　NADH　dellydrogenase　subunit　A　gene），
rp〃6（intron　of　ribosolnal　proteill　L16　gene）and　rpoC1（i　11tro　110f
RNA　polymerase　Cl　gene）．
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These　regions　were　amplified　and　sequenced　for　8　pear　varieties，
i・e・，‘Chojuro’，‘Nijjsseiki．’，℃kusankichiラ，‘Balixiang’，‘Yali’，
cBartlett’，．‘La　Frallce’and‘Malnellashi　l4’．　The　spacer　region　of
trn」L－F　was　also　used　to　analyze　genetic　diversity　among　33　pear
varieties　alld　to　collduct　parentage　analysis　of　8　interspecific
hybrids．
　　　　cpDNAs（cllloroplast　DNAs）were　amplified　by　the　polymerase
chain　reaction（PCR）with　each　forward　and　reverse　primer（Table
5－2）in　a　GeneAlnp　PCR　System　9700　thermal　cycler（PE　Applied
BiosysteIns，　USA）．　PCR　amplification　was　performed　in　50　1．t　l
solutions　consistillg　of　101nM　Tris－HCI（pH　83），50　mM　KCI，15
mM　MgCl2，0．Ol％gelatin，0．2　mM　eacll　of　dNTPs，10　pmoles　of
each　prim．er　set　and　10　ng　of　genomic　DNA，　a皿d　O．5　unit　ofTaq
polymerase（Life　Technologies，　USA）．　To　amplify　the　3　regions　of
atρB－rbc、L，　trnL－F　and　rpoCl，　PCR　reaction　was　conducted　under
the　conditions　described　by　Small　et　al．（1998）．　The　o（：cD　一ρsaI
regioll　was　amplified　under　the　following　conditions：illitial
denaturation　at　95°C　for　2　mill，　followed　by　30　cycles　of　95°C　for
lmin，66．2°C　for　l　mill　and　72°C　for　2　min．　Amplifi　cati　on　of　the
ndhA　region　was　performed　under　the　followillg　conditiolls：initial
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denaturation　at　95°C　for　21nin，　followed　by　30　cycles　of　95°C　for
llni11，56°C　for　l　lnin　and　72°C　for　2　min．　Amplification　of　the．
ηワ〃6region　was　performed　under　the　following　conditions：initial
denaturation　at　95°C　for　2　min，　followed　by　30　cycles　of　95°C　for
llnill，65°C　for　l　min　and　72°C　for　2　min．．
　　　　The　obtailled　PCR　products　were　confirmed　as　o且e　discrete
band　visually　by　agar。se　gel　electr・ph・resis　a1・d　then　purified　using
aQIAquick　PcR　Purificatioll　Kit（Qiagen，　Germany）according　to
tlle　lnanufacturer’s　i　11　stru　ctio　11　s．　Sequencillg　of　the　purified　cpDNAs
was　performed　using　a　PRISM　377　DNA　sequencer（PE　Applied
Biosystems，　USA）after　cycle　sequence　reactioll　with　a　BigDye
Terlninator　Cycle　Sequencing　Kit（PE　Applied　Biosystems，　USA）．
Autolnated　sequence　output　files　were　edited　using　Sequence
Navigator（PE　Applied　Biosystems，　USA）．
Sequence　alignment　and　daia　ana！ysis
　　　　Tlle　obtained　cpDNAs　were　aligned　usillg　the　Clustal　X
prograln（Thompson　et　al．1997）．　Mutations（base　change，　msertloll
and　deletion）of　aligned　sequellces　derived　from　pear　varieties　were
identi　fi　ed，　using℃llojuro’as　a　reference　variety．　A　phylogenic　tree
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was　constructed　by　Wagner　parsimony　analysis　from　the　obtained
mutatlons．
　　　　The　maternity　of　8　pear　varieties　derived　from　interspecific
hybridizati6n　was　examined　t・determine　whether・r　n・t・ffspring
varieties　shared　identical　nucleotide　sequences　with　their　female
parents．
Results　and　Discussion
ハlucleotide　5・equencesαプ6cpD？〉ンl　regions「in・P．yrus
　　　　Atotal　of　ca　5700　bp　ofnucleotide　sequences　were　ide1ユtified　at
6cpDNA　regions　from　8　pear　varieties　including　3　Japanese　pears
（℃hojuroつ，‘Nijisseiki’and　‘Okusallkichi’（Pyrus」の〃‘1b1∫の），2
Chillese　pears　ぐYali’（、P．　b　re　ts　chneideri）and　‘Bailixiallg’（1）．
u∬uriensis）），2　European　pears　（‘Bartlettつand　‘La　France’（1）．
commun　is）），　a且d　‘Mamellashi　l4’（P．　oα〃eiッanの　Nucleotide
sequences　of　829，475－485，　1016－1254，　1293－1321，1203－1223　alld
880－881bp　in　length　were　obtained　from　8　pear　varieties　at　the　6
cpDNA　regiolls，　respectively　listed　in　Table　5－2．　The　obtained
nucleotide　sequellces　showed　significant　homologies　to　the
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registered　sequences　of　the　6　cpDNA　regions　in　databases．　When　6
cpDNAs　derived　from　pear　cultivar℃hojuro’w’ere　compared　with
those　cloned　from　cotton（Small　e’01．1998，　GenBank　Accession　No．
AFO31446，　　AFO31440，　　AFO31581，　　AFO31575，　　AFO31452，
AFO31458），　they　were　found　to　share　62重080％of　identities．
Similarly，60　to　80　％of　identities　were　identified　between　6
cpDNAs　from　pear　and　tobacco（ZOOO44，　Shinozakiε’al．1986）．
　　　　Ollly　2　cpDNA　sequences　were　found　in　a　GenBank　database
derived　fro111　Pア1’〃5　species，　i．e．，　the　trnL－F　region　of　1）ア1’us　serotina
（synonym　of　Pyrus」のノnfolia，　AJ390369）and、Pアrus　caucasica
（AF348564）．　The　2　atρ、Bイわ6五sequences（X69749，　X69750）were
registered　in　a　GenBank　database　derived　from　apple　belonging　to
the　same　subfalnily　as　pear．　These　sequences　showed　very　high
homology　of　96－99．5％idelltity　to　pear　sequences　obtained　ill　this
study．　Five　cpDNA　sequences，　i、e、，　atpB－rbc、乙，　accD－、ρ5認，　ndhA，
ηフ〃6　and　1二ρoC1，　were　newly　cloned　ill　pear　alld　4　cpDNA
sequences（oocD－psal，η（ゴん4，1ア〃6　and厚フoC1）were　obtailled　for
the　first　time　in　the　subfamily　Maloideae，　This　info　rm　ation　will　be
utilized　to　reveal　pllylogelletic　relationships　a1】d　　cytoplaslエ1ic
diversity　in　pear，
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・Phylogeneti，c　analアsis　of　8　varieties　in　6　cpDNAアegions
　　　　Atotal　of　38　mutations　including　21　base　changes　and　17
insertions（or　deletions）wer¢found　and　characterized　in　the　6
cpDNA　regio皿s　of　8　pear　varieties（Table　5－3）．　One，5，8，10，12　and
2mutations　were　observed　ill　the　atpB－rbcL　spacer，　trnL－・F　spacer，
σcoD－psal　spacer，　ndんA　intron，　rlP〃6　introll　and　1アoCI　illtroll
regions，　respectively．　These　results　indicate　that　these　6　cpDNA
regiolls’are　highly　diversified　ill　pears．
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Table　5－3．Characterization　of　6　cpDNA　sequences　in　8　pear　varietics
cpDNA
reglons
Aligned　　Mutation　Mutation
length（bp）number　siteh（bp）Comment
α卯B－rb　cL
tm乙一」F
accD　－psa∬
829　　　　　1
477　　　　　2
　　　　　　　　　　3
　　　　　　　　　　4
　　　　　　　　　　5
　　　　　　　　　　6
1016　　　　7
　　　　　　　　　　8
　　　　　　　　　　9
　　　　　　　　　10
　　　　　　　　　11
　　　　　　　　　12
　　　　　　　　　13
　　　　　　　　　14
ndhA　　　　　1321
rpl16　　　　　　　　1203
rpoCl　　　　　881
　 　　　　　　370
　 　　　　139－148
　　　　　　　　169
　　　　　　　　292
　　　　　　367－368
　　　　　　　　411
　 　　　　　617
　　　　　　　　620
　　　　　　650－651
　　　　　　　　651
　　　　　　655－657
　　　　　　　　664
　　　　　　667－668
　　　　　　691－692
15　　　　220－221
16　　　　550
17　　　　777－778
18　　　　778－782
19　　　　782－786
20　　　　　820－842
21　　　　911－912
22　　　　1150
23　　　　1163
24　　　　1173
25　　　　121
26　　　　214
27　　　　255
28　　　　　274－275
29　　　　275
30　　　　440
31　　　　443
32　　　　444
33　　　　474
34　　　　678－679
35　　　　679
36　　　　　8G9－810
37　　　　298
38　　　　415
base　change　from　C　to　T
deletion　of　TGGATCTGAG
base　change　from　A　to　C
base　change　from　T　to　G
insertion　of　TAATTGAC
base　change　ffom　A　to　G
base　change　from　T　to　A
deletion　of　A
insertion　of　219　bp
base　change　from　G　to　C
deletion　of　AAT
base　change　from　C　to　G
insertion　of　AATTAGAAACATG
insertion　of　TTITATATAT’1’17ATTGTATTA
i皿sertion　of　T
base　change　from　T　to　C
insertion　ofんへ
deletion　of　GAAAA
deletion　of　AGATA
dele丘on　of　Aπ㎜G質ACmAπ（㎜
deletion　of「「r
base　cha皿ge　from　C　to　T
base　cha皿ge　from　A　to　C
base　change　from　C　to　T
base　change　from　A　to　G
base　change　from　T　to　G
base　change　fro皿Gto　C
insertio　n　of　TAATAAAAAA
base　change　from　G　to　T
base　change　from　G　to　A
base　change　from　T　to　G
base　change　from　C　to　A
base　change　from　C　to　A
insertio血of　T
base　change　from　A　toT
insertion　of　AATACGTGT’丁AAATTATATA
deletion　of　A
base　change　from　G　to　A
臨Aligned　length　ref¢rs　to（ユ1qluro’s　sequence・
hMutation　si重e　is　denoted　as　the　position　of　Ch（）juro’s　sequence　from　the　5’－end．
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　　　　An　unrooted　cladograln　was　constructed　from　Wagner
parsim。ny　analysisもased。n　mutati。ns・f　eight　pear　varieties　and　4
types　were　obtained（Fig　5－1）．　One　clade　consisted　of　the　European
pear　cu．1tivars‘Bartletf　an、d‘La　France’．Asian　pears　divided　in重03
types．　Japanese　pear　varieties　‘Chojuroつ，　‘Nijisseiki’　and
‘Okusallkichi’，　and‘Yali’（、P．ゐreischneideri）were　classified　as　the
same　clade．‘Bailixiallg’（1）．　u∬uriensts）alld‘Malne且ashi　14’（P．
co〃eryanのwere　not　grouped　with　the　otller　varieties　but　were
positioned　ill　separate　clades．　Iketalli　et　ol．（1998）reported　that　tlle
RFLP　difference　of　cpDNA　between　occidental　pear　alld　oriental
pear　was　quite　clear．　In　this　stlldy，　differences　hl　nucleotide
sequences　at　6　cpDNA　regions　sllowed　phylogenetic　diversity
among　8　pear　varieties　from　5、P．yrus　species．
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　　　　Since　the　mutatioll　ratio　at　tlle　trnL－F　regiOn（five　mutations／
477bp）was　higher　than　at　tlle　other　5　regions，　differences　ill
nucleotide　sequ．ences　in　this　region　were　surveyed　for　33　pear
vaτieties．　A　total　of　81nutations　inLcluding　6　base　substitutions，1
insertjon　alld　l　deletion　were　found　usillg　the　sequellce　of℃hojuro’
as　a　reference（Fig　5－2）．　Thirty－three　varieties　were　divided　illto　7
types　based　oll　a　cladograln　collstructed　by　Wagner　parsimolly（Fig
5－3）．
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　　　　All　6　Europeall　pear　varieties（No．16－21）showed　identical
nucleotide　sequences　illご1・刀ゐ一F．　European　pears　were　grouped
together　and　were　I1　ot　clustered　with　Asian　pears、　European　pears
used　in　this　study　were　limited　in　number　and　originated　from　a
relatively　small　area　of　Westerll　Europe．　It　will　be　necessary　to
analyze　many　lnore　samples　and　the　other　cpDNA　regions　to　confirm
this　result．　Three　interspeci　fi　c｝iybrids，　i．e．，‘Mishirazu’（27），
‘Oharabeni’（26）and‘Taiheiyo’（25），　which　were　thought　to　have
origillated　from　crosses　of　Japanese　and　European　pears，　were　also
grouped　with　European　pears．　Although　Japanese　pears　were
c。nsidered　t。　be　female　parents・f　the　3　varieties，　their　described
origins　were　disproven．
　　　　Japanese　pears　were　divided　into　3　groups　based　on　2
mutations：g（base　change　of　AIC　at　395　bp　position）alld　h（base
change　of　AIG　at　411　bp　position）．　One　group　illcludes
‘Nanseichabo’（5）and‘1（illchaku’（4）clustered　witll　2　illterspecific
llybrids．　Tlle　second　clade　colltaills　5　Japanese　pears‘Chojurげ（1）・
‘Housuゴ（2），‘Nijisseiki’（6），‘Okusallkichi’（7）alld‘Shinchuラ（8），
grouped　with‘Hongli’（12）and‘Yaliり（15）（1）．　bretschneide1・i），
which　agreed　with　the　results　reported　by　Iketalli　et　a／．（1998）．
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‘lshiiwase’（3）was　found　in　the　third　clade　grouped　with‘Jianbali’
（11）（P．u∬ui・iensis），‘Laiyangcili’（13）and　‘Mili’（14）（1〕．
bretschneiderり．　Usillg　RFLP　analysis　of　cpDNAs，　Iketani　etα1．
（1998）noted　that　2　types　were　found　in　P．　pyrぴfo∬ia，玉雄this　study，
we　showed　that　at　Ieast　3　types　existed　in　P．　pyアif（）〃a．
　　　　Four　varieties（12－15）of∫）、　bretschneideri　were　divided　into　2
clades　grouped　with　the　Japanese　pear．　Three　P．　u∬uriensis
varieties（9－ll）and　3、P．　cσ〃eTyana　varieties（22－24）were　each
divjded　illto　3　groups．0皿e　f）．　u∬urtensis　variety（11）was　found　in
the　salne　group　as、P．　bretschneideri　and　P．　pyrヴfo∬ia．　The　o士her　2
varieties（9，10）of　P．　u∬uriensis　were　grouped　with　P．　ca〃erアana
varieties　in　different　clades．　Diversity　of　nucleotide　sequences　111
the　trnL－F　region　was　fairly　large，　both　within　aエ1d　between　Asian
pea「specles・
　　　　Tllere　are　at　least　g　species　derived　from　naturally　occumng　or
artificial　illterspecific　hybrids（Bell　et　o・1，1996）．　ln　this　study，　we
did　not　use　pears　fro1皿natural　populations　but　rather　old　cultivated
varieties，　Althougll　Inorphological　characteristics　were　rather
different　ill　Asiall　pears，　tlle　relationsllip　based　oll　cpDNAs　amo1ユg
Asiall　pears　was　quite　millgled・
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Maternめi　analysis‘　in　interspecific　hybrtd　varietie’　s
　　　　Ill　our　prelilninary　experiment，　the　maternal　inheritance　of　both
chloroplast　and　mitochondria　genomes　was　exalnined　in　15　Fl
individuals　crossed　between．‘Bartlett’and　‘Housui’by　RFLP
allalysis　probed　with　1皿tDNAs（mitochondria　DNA）and　cpDNAs．
All　Fl　individuals　showed　ide皿tical　patterns　to　the　female　parent
‘Bartle重t’（data　llot　shown），　indicating　the　maternal　inheritance　of
cpDNA．　The　parentage　of　6　illterspecific　hybrids（excluding‘Le
Conte’alld‘Mfshirazu’）were　exalnined　by　SSR　markers（Kimura　et
al．2003a），　There　was　contradiction　for　alleles　at　several　SSR　loci　in
parentages　of‘Oharabenゴand‘Nhlomiya’，　whereas　no　d重screpancy
was　observed　for　the　other　4　cultivars．　Based　oll　the　SSR　analysis，　it
was　concluded　that‘Oharabeni’was　derived　from　a　cross　of
‘lshiiwase’and‘Max　Red　Bartlett’and　that｛Ninomiya’was　derived
from　a　cross　of‘Chojuro’alld　a　European　pear　cultivar（Kimura　et
a／．2002b，2003a）．　Although　tlle　parentages　of‘Le　Collte’alld
‘Mishirazu’were　l1　ot　identi　fi　ed，　SSR　analysis　supported　the
possibility　ofhybrid　origill　betweell　Japanese　and　European　pears．
　　　　Materll責y　analysis　was　performed　for　4　interspecific　hybrid
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cultivars　betweell　Japanese　and　European　pears，　i．e．，‘Taiheiyo’，
℃harabeni’、，‘Misllirazu’alld‘Le　Conte’by’using　nucleotide
sequences　in　the　trnL－F　region．　The　putative　female　parents　of　the
first　3　cultivars　were　Japanese　pears．　Nucleotide　sequences　in　the
trnL－F　region　of‘Taiheiyo’alld‘Oharabeni’were　not　identical　to
those　of　their　female　parents，　but　showed　the　salne　pattern　as
Europeall　pear（Table　5－4）．‘Misllirazuりs　nucleotide　sequence　was
also　idelltical　to　the　European　pear．‘Le　Conte’which　was　thought
t。be　a　hybrid　between　Eur・pean　and　Japanese　pears，　sh・wed　the
same　pattern　as　one　type　of　Japanese　pear．　These　results　indicated
that　female　parents　of　the　4　hybrids　between　European　and　Japanese
pears　were　incorrect　and　suggested　the　possibility　of　reverse
combinations　of　female　and　male　parents．
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　　　　Maternity　was　examined　for　the　other　4　hybrid　cultivars，　i．e．，
‘Ninolniya’，‘Ninomiyabaili’，‘Kangyoku’and‘Zaosu’．　In　the　case
of‘Ninomiya’and‘Ninomiyabaili’，　no　di　fferences　were　found　i皿
the　nucleotide　sequences　of　the　trnL－F　region　between　tlleir　parents．
‘Kangyoku’showed　idelltical　nucleotide　sequence　to　its　felnale
parellt℃hojuro’，　whereas　its　male　parent‘Mishirazu’was　included
withi皿the　Europeall　pear　group．‘Zaosu’had　the　same　nucleotide
sequence　as　its　female　parent‘Pingguoli’which　was　different　from
that　of　the　male　parent‘Mishirazu’．　Therefore，110　discrepancy　was
observed　ill　the　maternity　of　these　4　cultivars，　The　results　supported
the　described　origins　of　these　interspeci　fi　c　hybrid　cultivars・
　　　　It　is　rather　difficult　to　estimate　exact　genetic　origills　and
cultivar　pedigrees　based　on　morphological　traits　as　well　as　dominant
molecular　markers　ill　pear．　In　this　study，　we　showed　that　the
combination　of　nuclear　and　cytoplasmic　Inolecular　markers，　e．g．，
SSR　loci　alld　cpDNA　sequences，　could　be　applicable　to　parentage
and　materllity　analysis．　This　inform　ation　will　be　efficiently　utilized
for　breeding　Programs　for　pear・
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Conclusion　a皿d　perspectives
Development｛of　SSR　rnarkers
　　　Three　apProaches，　RAHM，5’anchored　PCR　methods　and
enriched　gellomic　library，　were　used　for　the　developmellt　of　SSR
lnarkers　derived　from　pear．　We　obtained　20　SSRs，　i．e．，5SSRs　from
RAHM，2SSRs　from　5’anchored　PCR　and　l3　SSRs　froln　an
enriched　genomic　library（Yamamoto　et　o1．2002a，　b）．　Very　few
duplication　of　sequences　containing　SSR　repeats　was　found　for　the　3
methods，　suggesting　that　these　approaches　can　be　applied　to　develop
alarge　number　of　SSR　rnarkers　in　pear・
　　　　Seven　SSRs　from　RAHM　and　5’anchored　PCR　were　used　for
cultivar　identification　and　evaluatioll　of　genetic　diversity　i11－5・Pyrus
spp．　The　7　SSR　primers　could　produce　amplified　fragments　with　a
total　of　65　putative　alleles　with　all　average　of　g　alleles　rangi皿g　froln
3to　17．　Identi　fi　cation　of　pear　varieties　was　efficielltly　conducted　by
usillg　7　SSR　loci．
　　　　Thirteen　SSR　loci　developed　from　all　enriched　genolnic　library
sh。wed　a　high　degree・f　p・lym・rphism　in　Japanese　pear　with　3　t・6
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a．11eles　per　locus．　The　average　va韮ue　of　observed　heterozygosity
alno1lg　the，1310ci　was　O，69，　rang沁g　frGm　OA－1．0，　The　average
va玉ue　of　expected　heterozygos重ty　was　O，71，rangi1lg　from　O56－0．83．
We　showed　that　SSR　markers　were　highly　polymorph童c　and　could　be
used　as　a　reliable　tool　for　cultivar　differentlatlon　111　pear．
　　　　Three　apProaches　oll　SSR　isolation　examhled　ill　pear　are
successfully　adapted　for　the　other　plant　species、　We　have　isolated
SSRs　from　peach，　cliestnut，　gladiolus　and　turf　by　usillg　the　enriched
genomic　library　method（Kimura　et　al．2003c）．　Therefore，　it　will　be
possible毛o　develop　a　larger難umber　of　SSR　markers　ill　the　other
plant　species　which　have　no　sequence　illforma重io　ll・
ldentゲ）’cat・ion｛Zブpear　varieties　by　DハTA　ma乃をers
　　　　Nine　SSR　markers　were　used　for　cultivar　i　de　nti　fi　cation　of　60
accessions　ill　Asian　pears，　inc玉uding　Japanese　pears（・P・」の〃ガb／∫σ）・
伽ese　pears（P．　bretschneideri，　P・t‘∬urie」7　sis，　P・S／1？kiange］？sis）・
and　European　pears　（」P．　commz〃？is）．　Alnollg　of　theln，58　pear
vaぎ重eties　were　successfuRy　differentiated　using　a　tot＆重of　133　alleles
（K伽ra　et　al．　2002a）」t　was　f・und　that　‘Mal｝yuanxiangEr　st・red　at
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NIFTS（National　Institute　of　Fruit　Tree　Science，　Japan）and　at
NRPA（National　Repository　of　Pear　and　Applel　P．　R．　China）are
differentiated　by　differences　of　3　SSR　markers．℃angxi1ゴanLd
℃angxixueli’which　have　been　considered　to　be　synonymous（Qu
l980）showed　different　band　patterns　for　8　SSR　markers．　On　the
other　hand，‘Yali’stored　at　NIFTS　and　at　NRPA　showed　identical
band　pattems．‘Laiyangcili’stored　at　NIFTS　and℃ili’at　NRPA，
have　been．　considered　to　be　sYllo皿ymous（Qu　1980），　also　showed
identical　band　patterlls，　We　revealed　that　SSR　markers　could　be
used　as　reliable　tools　for　cultivar　identi　fi　cation　ln　Asian　pear．
　　　　Twenty　SSR　markers　were　used　for　parentage　analysis　of　14
cultivars　derived　froln　the　Japanese，　European　and　Chinese　pears
and　interspecific　hybrids．　Parentage　was　analyzed　based　on　the
inheritance　of　one　allele　at　a　single　SSR　locus　transmitted　from　a
parent　to　its　offspring．　In　lOout　of　l4　cultivars，　the　parent－offspring
relationships　were　reconfirmed　because　the　hybri　ds　inherited　SSR
alleles　from　their　parellts　without　any　discrepallcy（Kimura　et　a／・
2003a）．　There　were　4　questi・nable　parent－・ffspring　relati・1・ships
with　respect　t・7・r　m・re　SSR　I・ci・F・r　example・　i1・‘H・usui’・35
alleles　were　generated　fr・m　20　SSR　I・ci・　Nine　alleles・bserved　in
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‘Housuゴ　were　11　ot　observed　ill　either　‘Ri－14’　oτ　‘Yaku狙げ．
Therefore，　neither‘Ri－14ラ1｝or‘Yakumo’was　co血firmed　as　parents
of‘Housui’．　It　was　suggested　that　descrjbed　origins　and　parents
were　11　ot　correct　for　some　pear　cultivars　even　if　bred　by　co瓢rolled
hybridization　and　that　some　Inistakes　might　occur　with　female　and
male　parents．
　　　　Nucleotide　sequences　of　a　trnLイ1・nF　region　of　cpDNAs　were
surveyed　for　33　varieties　derived　fro玉皿51）アrus　species（Ki皿ura　et　al・
2003b）．　Based　on　sequence　polymorphisms，　relationsllips　between
female　and　male　parents　and　their　offspring　cultivars　were　examined．
Maternity　analysis　was　performed　for　8　interspecific　hybrid
cultivars．　There　was　no　co皿tradiction　betweell　2　hybrid　varieties　and
their　female　parent，　However，4hybrid　varieties　between　Japanese
and　European　pears，　i．e．，‘Taiheiyo’，‘Oharabeni∵Mishirazu’and
‘Le　Conte’showed　different　nucleotide　sequences　from　their
described　felnale　pare1・ts．　The　putative　felnale　parents・f　the　first　3
cultivars　were　Japanese　pears，　Nucle。tide　sequences　iii　the　trnL－F
regi・n・f・Taiheiy・’and‘Oharabeni’were　n・t　identical　t・th。se・f
their　felllale　Jap　an　ese　pear，　but　showed　the　same　patte「n　as
Eur。pean　pear．　The　nucle。tide　sequence・f　‘Mishirazu’was　als°
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identical　to　the　European　pear．‘Le　Conteつthought　to　be　a　hybrld
between　Eur・pean　and　Japanese　pears，　sh・wed　the　same　pattern　as
one　type　of　Japanese　pear．　These　results　indicated　that　female
parents　of　the　4　hybrids　betweenL　European　and　Japanese　pears　were
incorrect　and　suggested　the　possibility　of　reverse　combin、ations　of
female　and　male　parellts．　Therefore，　we　showed　tllat　the
combination　of　nuclear　and　cytoplaslnic　molecular　markers，　e．g．，
SSR　loci　and　cpDNA　sequences，　are　useful　for　parentage　and
Inaternity　analysis．
Utili　tJyρゾ』SSRs　on　cultivarアegistration
　　　　SSR　markers　are　reproducible　enough　to　exchange　data
between　laboratories（Jones　et　al，1997），　Liebhard　et　a1．（2002）
showed　that　SSR　markers　from　apPle　gave　consistent　and
reproducible　resu．lts　ill　different　laboratories．　Therefore，　we　can
share　inform　ation　of　SSR　analysis，　i．e．，　ll　umber　of　putative　alleles，
a田plified　size　ranges，　heterozygosity，　power　of　discrlmmatlon，
segregation　of　SSR　alleles，　and　SSR　genotypes．　It　is　censidered　that
SSR　marker　is　presently　the　best　choice　for　the　database　of　pear
cultivars　as　a　universal　standard．
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　　　　The　database　of　SSR　genotype　in　pear　is　now　under
development　ln　order　to　support　lnore　rapid，　accurate　and　efficient
examination　for　cul士ivar　registration．　We　will　be　able　to
discriminate　and　identify　the　apPlied　variety　am・ng　all　registered
cuitivars　by　usiBg　SSR　gellotypes．　SSR　genotype　database　wilI
resolve　the　co11　fu　sioll　of　cultivars　ill　multiplication　a］巨d　conservation
of　pear　gelletic　Tesources．　Oll　the　variety　registratioll　system　under
the　seeds　and　seedlings　law，　SSR　markers　will　be　useful　to　protect
the　right　of　the　breeder　of　a　llew　plant　variety．　This　highly　reliable
molecu】ar　markers　support　the　examination　of　characteristics　of
applied　cultivars　regardless　of　environmental　factors．
Genetic　linkage　map
　　　　Genetic　linkage　maps　of　Japanese　pears　were　constructed　by
using　RAPD　markers　and　disease－related　gelles　were　identified
（lketani　et　al．2001）．　Since　it　is　difficuh　to　align　different　ge且etic
m．aps　by　dominant　1皿arkers，　SSR　markers　are　useful　to　combi　ii　e
them．　Genetic　linkage　maps　of　European　pear　cultivar‘B　artlett　’and
Japanese　pear　cultivar‘Housui’were　coi｝　structed，　in　whicll　more
than　40　co－domlina飢SSR　loci　were　mapped（Yamamoto　ei　al．
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2002c）．　By　using　doubie－pseudo　test　cross　approach，2di　fferent
董inkage　maps　of　the　paren、ts　are　separately　obtained　from　the　same
population　and　co－dominant　molecular　markers　can　join　both　maps．
SSR　marke「s　can　be　utili子ed　as　anch・r　l・ci　t・c・磁bine　linkage　maps
produced　from　different　poPulations．
　　　　Alarger　liumber　of　SSR　Ioci　will　be　llecessary　ill　order　to
construct　saturated　genetic　lillkage　maps　ill　pear．　Agronomically
important　characters　will　be　selected　at　the　stage　of　seedlings　by
using　SSR　loci　accordillg　to　their．position　il玉pear　map．　Therefore，
重inkage　maps　and　molecular　markers　will　be　especially　useful　for
crossbreedillg　programs　for　pear　ill　tlle　near　future．
Pご7ren’age
　　　　Controlled　hybridization　has　been　a　major　method　to　develop
new　pear　cultivars　since　Knight　recognized　its　va．lue　for　cultivar
lmprovement　ln　1806（Bell　et　al．1996）．　Ma互｝y　pear　cultivars　have
been　developed　durillg　the　last　lOO　years　ill　Japan．　However，　it　was
d｛fficult　to　confirm　　parentage　based　oll　morphological　traits．
Althougll　S　alleles　at　a　single　sel　f－incompatible　lecus　have　been
use（玉for　the　assessment　of　parelltage　in　pear，　it　is　rather　difficult　to
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confirm　parentage　by　using　only　l　locus．　Therefore，　it　is　necessary
to　use　ellougll　number　of　co－dominant　loci　for　the　exact
confirlnation　of　hybridization．　SSR　markers　are　effective　and　useful
to　confirm　whether　the　controlled　crossbreeding　was　succeeded　or
not．
αo∬－genus∬R　amplification
　　　　Pea】r　（i〕アrus「spP．），　apPle　（・Malus　spP．），　loquat　（Eriobotrya
／aponica），　　quillce　　（Cアdonia　　oblonga），　　and　　Chinese　　quince
（Chaenomeles　spp．）are　included　in　the　sub－family　Polnoideae　in　the
family　Rosaceae．　There　is　no　in．formatioll　of　SSRs　in　loquat，　quince
and　Chinese　quince　although　a　small　numbel　of　SSRs　from　pear　and
apPle　has　been　reported．
　　　　It　was　sometimes　difficult　to　apply　SSR　markers　across　species
as　well　as　across　genera（Weising　et　al．1996，　Hokanson　et　al．2001）．
Recently，　it　was　indicated　tllat　SSRs　froln　apple　can　be　transferable
across　ge皿era　ill　the　Pomoideae（Yamamoto　el　a／．2001，2002c）．　It
was　showll　that　the　nucleotide　sequellces　of　SSR　loci　were　highly
conserved　ill　pear　and　apple，　and　that　g　apple　SSRs　were
successfully　transferable　to　pears，　Likewise，　SSRs　derived　from．
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pear　successfully　produced　amplified　bands　ill　apPle，　Ioquat，　quince
and　Clli簸ese　quince（data　not　sllown）．　SSRs　from’pear　and　app正e　are
apPhcable　for　genetic　identification　and　paren重age　ofloquat，　quince，
Chinese　quince　and重he　other　species　in　the　Pomoideae．
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Abstract（ln　Japanese）
　SSR（simple　sequence　repeat別名マイクロサテライト）など高
度な遺伝情報を備えたDNAマーカーの開発は、ナシでの農業
上重要な形質の選抜など遺伝育種的研究には必須である。本
研究では、RAHM（random　amplified　hybridization　microsatellites）
法、5’アンカーPCR法、濃縮ゲノミヅクライブラリー法の異
なる3つの方法を用いてナシのSSRマーカーを開発した。
　RAHM法及び5’アンカー－PCR法それぞれから6種類、　3
種類、計9種類のSSRを開発することができた。これら異な
る2つの方法はナシのSSRの開発に有効であった。ナシ品種
問の交雑から得られた3種類の後代集団を用いて、RAHM法
と5’アンカーPCR法から得られたSSRマーカー一の分離を解
析したところ、7種類のSSRからの増幅断片は同一の遺伝子
座から由来していることがわかった。ニホンナシ10品種、チ
ュウゴクナシ9品種、セイヨウナシ10品種、マメナシ3系統、
合計32品種・系統における遺伝的多様性を特徴づけることが
できた。SSR遺伝型の多様性は種内及び種間でも認められ、65
の推定対立遺伝子を決定できた。7種類のSSRマーカーを用
いることで供試した32品種・系統すべてを識別することが可
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能であった。
　次に、濃縮ゲノミックライブラリー法からニホンナシ由来
の多型性に富んだ13種類のSSRマーカーを開発した。得られ
たSSR遺伝子座では1遺伝子座あたり3～6種類の対立遺伝
子があり、ニホンナシでは高度な多型を示した。13種類のSSR
遺伝子座におけるヘテロ接合度の観察値と期待値の平均値は
それぞれ0．69及び0．71であった。10種類のSSRはセイヨウ
ナシにおいても十分増幅可能であり、ニホンナシ同様に、高
い多型性を示した。
　ナシ由来の9種類のSSRを用いて、アジア地域で栽培また
は自生しているナシ属6種からの60品種・系統の遺伝的多様
性を解析した。9種類のSSR座の合計133種類の推定対立遺
伝子を用いて分析した結果、実験に供試した品種・系統のう
ち58が明確に識別可能であった。識別できなかったものは、
異名同種及びクローンであった。すべてのSSRマーカーは二
倍体では1または2本の増幅バンドを生じ、また三倍体品種
ではいくつかのSSRマーカーで3本のバンドが得られた。1
つのSSR座当たりの推定対立遺伝子数は7～20で、平均で14．8
であった。対立遺伝子の出現頻度には大きな差が観、察され、
全体の40％程度を占める対立遺伝子が存在する一方、31種類
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の対立遺伝子は1％以下の頻度であった。ヘテロ接合度の観察
値及びPD値（power　of　discrimination）は、0．39～0．86及びO．84
～0．95であり、平均値はそれぞれ0．63，0．91であった。SSR
遺伝子型から得られたフェノグラムでは、ニホンナシ、チュ
ウゴクナシ及びセイヨウナシの3つのグループに大別された。
チュウゴクナシ3種（Pyrus　bretschneideri，　P．　ussu｝”iensis’，　P．
sinkiangensis）は明確にグループ分けができず、遺伝的に混じり
合っている可能性が示唆された。本実験から、SSRマーカー
は多型頻度が高く、アジアのナシの識別や同定の手段として
有効であった。
　20種類のSSRを用いて、ナシの種内交雑由来8品種および
種間交雑由来6品種の合計14品種とその親品種について親子
鑑定を行った。　その結果、　10品種では、　SSRマーカーの遺
伝から親子関係に矛盾が認められず親子であることが再確認
された。しかし、　4組合せの親子間では親子として矛盾が認
められた。‘豊水’は、‘Ri－14’　x　‘八雲’から育成された
（現在両親不詳）が、　7つのSSR遺伝子座で親子としての不
一致が認められ、‘Ri－14’と‘八雲’の子供として認められ
なかった。‘丹沢’では，その両親とされる‘長十郎’と‘二
十世紀’において9つのSSR遺伝子座で親子としての不一致
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が認められ、　両品種は‘丹沢’の両親とは認められなかった。
‘大原紅’の親子関係では、‘晩三吉’は7つのSSR遺伝子座
で親子としての不一致が認められ、‘マヅクス・レッド・バー
トレヅト’は、　用いたすべてのSSR遺伝子座で‘大原紅’の
親であることが確認された。‘二宮’では、父親とされる‘ル・
コント’は10のSSR遺伝子座で親子としての不一致が認めら
れ、‘長十郎’は用いたすべてのSSR遺伝子座で‘二宮’の親
であることが確認された。　SSRマーカーは親子鑑定に有効で
あり、　20種類のSSRマーカー一はニホンナシ品種とその親品
種の親子鑑定に利用可能であった。このうち、15種類のSSR
マーカーは、セイヨウナシ品種及び種間交雑由来品種とその
親品種の親子鑑定に利用できた。
　更に、ナシ葉緑体DNAを父母品種の決定に用いるため、そ
の解析を行った。ナシ5種（species）から8品種を用い、葉緑体
DNAの6つの領域、01ρβ一rbcL，　trnL－trnF，　accD－psal，　ndhA，11ρ116，
rpoC1の塩基配列を決定した。5．7　kbp以上の塩基配列中には、
塩基置換、欠失または挿入といった合計38個の変異があった。
これら変異に基づきクラドグラム（分岐図）を作成したところ、
セイヨウナシが1つのグループに、アジアナシは3つのグル
ープに分かれ、8品種は4つのタイプに分かれた。ナシ33品
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種を用い、trnL－trnF領域の塩基配列を決定した結果、8個の
変異を確認した。これら変異に基づいたクラドグラムでは、
アジアナシは6つのグループに分かれ、アジアナシでは種問
で認められたのと同様に種内においても変異が存在した。一
方、セイヨウナシ品種では、lrnL－trnF領域の塩基配列は同一
であった。trnL－trnF領域の塩基配列を用いて、種間交雑によ
って得られたナシ8品種の父母品種の決定を試みた。4品種で
は、これまで母親品種とされてきた品種の塩基配列と異なる
塩基配列を示した。母、父親品種の組合せが逆になっている
可能性が示唆される。2つの交雑品種とこれらの母親品種問で
は矛盾が認められなかった。
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